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(em) Longitud de Onda de Emisión 
(exc) Longitud de Onda de Excitación 
(T) Rendimiento Cuántico de Generación del Triplete 
(∆E0,0) Energía del Estado Triplete 
(∆ETG°) Cambio de Energía Estándar de Gibbs 
(1Rf*) Estado Singlete Excitado de la riboflavina 
(3Rf*) Estado Triplete Excitado de la riboflavina 
(AlPcS4) Ftalocianina de Aluminio 
(ATR) Reflectancia Total Atenuada 
(D2O) Agua Deuterada 
(DADS) Espectros Diferencia Asociados al Decaimiento 
(E°) Potencial Redox  
(EADS) Espectros Diferencia Asociados a la Evolución 
(FAD) Dinucleótido de Flavina y Adenina 
(FBS) Suero Fetal Bovino 
(FLIM) Microscopía de Tiempos de Vida de Imagen de Fluorescencia 
(FRET) Transferencia de Energía de Resonancia de Förster 
(FTIR) Microespectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier 
(H2O2) Peróxido de Hidrógeno 
(k) Constante de Velocidad de Reacción 
(LFP) Láser Flash Fotólisis 
(LSPR) Resonancia Localizada Por Plasmones Superficiales 
(MC) Muerte Celular 
(MEM) Medio Eagle Modificado 
(MEP) Fosforescencia Aumentada Por Metales 
(MTT) Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico 
(NADH) Dinucleótido de Nicotinamida y Adenina 
(NIR) Infrarrojo Cercano 
(NP1) Nanoplatos de Plata recubiertos de PVP 
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(NP2) Nanoplatos de Plata recubiertos de PVP (otros) 
(NP3) Nanoplatos de Plata recubiertos de PEG 
(RN) Rojo Neutro 
(O2(1∆g)) Oxígeno Singlete 
(O2·-) Radical Anión Superóxido 
(OH·) Radical Hidroxilo 
(PC1) Primer Componente Principal 
(PC2) Segundo Componente Principal 
(PC3) Tercer Componente Principal 
(PCA) Análisis de Componentes Principales 
(PDT) Terapia Fotodinámica 
(PecAgNP) Nanopartículas de Plata estabilizadas con Pectina 
(PecAuNP) Nanopartículas de Oro estabilizadas con Pectina 
(PEG) Polietilenglicol 
(PI) Yoduro de Propidio 
(PMT) Fotomultiplicador 
(PTT) Terapia Fototérmica 
(PVP) Polivinilpirrolidona 
(Rf) riboflavina 
(Rf· -) Radical Anión de la riboflavina 
(Rf· +) Radical Catión de la riboflavina 
(RfH·) Radical Neutro de la riboflavina 
(RfH2) Especie Totalmente Reducida de la riboflavina 
(RhB) Rodamina B 
(ROS) Especies Reactivas de Oxígeno 
(S0) Estado Basal 
(S1) Estado Excitado Singlete 
(SR) Radiación Sincrotrón 
(T1) Estado Excitado Triplete 
(TAS) Espectroscopía de Absorción de los Transientes 
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(TCSPC) Recuento de Fotones Individuales Correlacionados en el Tiempo 
(TEM) Microscopía Electrónica de Transmisión 
(TMPyP) Tetraquis(4-N-metilpiridil) porfirina 
(TPPCOOMe) Tetrafenilporfirina-metil-éster 
















“Creo en el poder de la risa y las lágrimas como un antídoto para el odio y el terror”  
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Generalidades sobre el cáncer 
 
Se llama cáncer a un conjunto de enfermedades relacionadas que se desencadenan 
como resultado de una división celular desprogramada. La división celular está regulada 
por varios factores de crecimiento extracelulares; defectos en la síntesis, regulación o 
reconocimiento de los mismos, pueden originar esta enfermedad (1). La mayoría de 
estos defectos se deben principalmente a daños en dos tipos principales de genes (1): 
 
➢ Protooncogenes: Codifican para proteínas reguladoras del crecimiento celular. 
Mutaciones en los mismos, los convierten en oncogenes, haciéndolos 
excesivamente activos en la promoción del crecimiento. 
 
➢ Genes supresores de tumores: Codifican para proteínas que restringen la división 
celular, por lo que una mutación en estos genes lleva a un crecimiento 
inapropiado. 
 
Ambos tipos de genes suelen codificar para proteínas que intervienen en la 
regulación del crecimiento celular,  en la muerte celular mediante apoptosis o en la 
codificación de proteínas que participan en la reparación del ADN(2). 
Es poco común que mutaciones en un solo gen conduzcan a la aparición de cáncer. 
Suelen ser una serie de mutaciones en múltiples genes las que crean un tipo celular que 
prolifera de modo progresivo, escapando de los mecanismos de regulación del 
crecimiento y generando un aumento en la probabilidad de generar mutaciones 
adicionales. Las células cancerosas proliferan sin la necesidad de una señal inductora 
externa, no son capaces de restringir la división y continúan viviendo cuando deberían 
morir. A menudo cambian su capacidad de adhesión a las células circundantes o a la 
matriz extracelular y se sueltan para dividirse con mayor velocidad. Finalmente, este 
clon de células crece y forma lo que conocemos como tumor. Los tumores pueden 
clasificarse de la siguiente manera: 
 
➢ Benignos: Suelen estar localizados y son de tamaño pequeño. Sus células son 
semejantes a las células normales y pueden funcionar como ellas. Las 
moléculas de adhesión celular los mantienen localizados en los tejidos donde 
se originaron. 
 
➢ Malignos: Sus células crecen y se dividen más rápido que las células normales 
y no mueren en el tiempo previsto. Son capaces de invadir nuevos tejidos. 
 
Una vez formados los tumores para alcanzar cierto tamaño necesitan obtener 
irrigación sanguínea y suelen conseguirla por medio del crecimiento de vasos, 
procedimiento conocido como angiogénesis. La angiogénesis a su vez, facilita el proceso 
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de metástasis, el cual ocurre cuando células del tumor primario logran migrar hacia 
nuevos sitios donde producen nuevos tumores conocidos como tumores secundarios 
(2). 
 Los tratamientos más comunes incluyen cirugía, quimioterapia y radiación. La 
cirugía suele ser altamente efectiva en tumores primarios, pero se encuentra limitada 
solo a tumores que sean accesibles quirúrgicamente, y por lo general, siempre deja 
restos de células cancerosas. La quimioterapia consiste en el uso de drogas químicas, 
que son administradas sistemáticamente y atacan a todas las células que se dividan 
rápidamente; es por esa razón que tiene una gran cantidad de efectos secundarios. La 
radiación utiliza partículas ionizadas de alta energía para dañar células y tejidos a nivel 
molecular; suele utilizarse como tratamiento complementario luego de una cirugía para 
erradicar las células cancerosas que puedan quedar (3). 
A continuación, se describirán dos temas principales: 
1) Los mecanismos existentes de muerte celular. 
 
2) Dos de las terapias alternativas que se encuentran en continuo desarrollo 
para el tratamiento del cáncer: la terapia fotodinámica y la fototérmica. Este 
trabajo de tesis apunta a mejorar mediante el uso de nanomateriales 
metálicos a ambas terapias.  
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Mecanismos de Muerte Celular 
 
 La muerte celular (MC) es parte del proceso de desarrollo normal y del ciclo de 
maduración celular, así como también un proceso muy importante en la prevención y el 
desarrollo de terapias contra el cáncer (4). 
 La MC puede ocurrir principalmente de tres maneras diferentes (5):  
 
➢ Apoptosis: La apoptosis es un proceso de muerte celular programado y 
controlado.  
Este proceso, puede ser provocado por señales externas, que actúan sobre 
receptores de la membrana plasmática, o por acontecimientos internos en la 
célula, como, por ejemplo, infecciones víricas. Cuando una célula recibe una 
señal para la apoptosis, se desencadenan una serie de eventos que liberan 
ciertas enzimas proteolíticas encargadas de la degradación de proteínas (1). 
Se caracteriza por cambios morfológicos y bioquímicos específicos, como lo son 
la contracción celular, la condensación y fragmentación nuclear, la formación de 
vacuolas en la membrana y la pérdida de adhesión a las células vecinas o a la 
matriz extracelular (6). Los cambios bioquímicos incluyen la ruptura del ADN 
cromosómico en varios fragmentos, la fosforilación de fosfatidilserina y la 
ruptura de varios sustratos intracelulares mediante enzimas proteolíticas (7,8). 
 
➢ Autofagia: La autofagia es un proceso catabólico que comienza con la formación 
de estructuras de doble membrana, conocidas como autofagosomas, los cuales 
se unen a distintas macromoléculas y orgánulos destinados al reciclaje (9,10). 
 La autofagia suele jugar un papel fundamental para poder mantener la 
homeostasis celular en períodos de inanición o estrés, y de esta forma conservar 
las células con vida (11). A pesar de esto, existe evidencia de que las células 
autofágicas, frente a situaciones de estrés excesivo, pueden desencadenar un 
proceso de muerte celular (12).  
 
➢ Necrosis: La necrosis, implica inflamación de las células, pérdida de función de 
las organelas y finalmente la lisis celular (13,14). Cuando las células se someten 
a la muerte celular de esta manera, la integridad de la membrana celular se 
interrumpe de modo que los materiales intracelulares se liberan en el medio 
extracelular, lo que conduce a respuestas inflamatorias por parte de las células  
del sistema inmune (15). 
  




 Los primeros indicios de los efectos citotóxicos de la luz y los colorantes datan de 
principios del siglo XIX, cuando se observó que paramecios expuestos al colorante eosina 
dejaban de moverse en habitaciones muy iluminadas. Pero no fue hasta 1950 que se 
descubrió que algunos colorantes tenían mayor afinidad por tejidos neoplásicos y 
podían ser utilizados para el tratamiento de tumores y enfermedades de la piel (16).  
 La terapia fotodinámica (PDT, del inglés: photodynamic therapy) está basada en 
la inducción de la muerte celular por combinación de dos factores principales: luz y 
oxígeno. El tratamiento consiste en la utilización de un fotosensibilizador que es 
expuesto a luz de longitud de onda adecuada, llevando al fotosensibilizador a un estado 
excitado, el cual interacciona con el oxígeno molecular generando oxígeno singlete y 
otras especies reactivas de oxígeno. Estas especies, desencadenan una serie de cambios 
bioquímicos que conducen a la muerte celular (17). 
 Las principales ventajas de la PDT con respecto a otras terapias utilizadas contra 
el cáncer son (17): 
 
➢ La baja citotoxicidad de las drogas utilizadas, ya que solo son activadas en 
presencia de luz. 
 
➢ La selectividad del tratamiento, ya que puede irradiarse solo la zona deseada. 
 
➢ La capacidad de combinarse con otras terapias para mejorar el tratamiento. 
 
 
Figura 1: Mecanismo por el cual ocurre la muerte por PDT. Adaptado de (17). 
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En la terapia fotodinámica, luego de la absorción de un fotón al ser irradiado con 
luz, el fotosensibilizador pasa de un estado basal (S0), a un estado excitado singlete (S1), 
el cual, mediante un proceso conocido como cruce entre sistemas, forma un estado 
triplete electrónicamente excitado (T1). Este estado triplete puede seguir dos caminos  
útiles desde el punto de vista de la PDT(18): 
 
➢ Reacciones del Tipo I: El estado T1 interactúa directamente con 
biomoléculas (lípidos, proteínas, ácidos nucleicos) dentro de la célula 
mediante la transferencia de un átomo de hidrógeno o un electrón. De 
esta manera se forman radicales y iones radicales los cuales al reaccionar 
con oxígeno molecular generan productos oxigenados como el radical 
anión superóxido (O2·-), el radical hidroxilo (OH·) y el peróxido de 
hidrógeno (H2O2). 
 
➢ Reacciones tipo II: El estado T1 transfiere su energía directamente al 
oxígeno para formar oxígeno singlete (O2(1∆g)), una especie altamente 
oxidante. 
 
Este conjunto de especies derivadas del oxígeno molecular: O2·-, OH·, H2O2 y 
O2(1∆g), conocidas como especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés: reactive oxygen 
species), son las encargadas de generar el estrés oxidativo que desencadenará el 
proceso de muerte celular deseado en la terapia fotodinámica. 
 
Terapia fotodinámica y nanotecnología 
 La nanotecnología es una de las tecnologías emergentes más utilizadas para 
mejorar la eficiencia de la PDT. Las nanopartículas, se definen como partículas con una 
dimensión submicroscópica entre 1 y 100 nm (19). Existen varios tipos y mecanismos en 
que las nanopartículas pueden colaborar en este sentido (20): 
➢ Nano-transportadores: son nanopartículas de diversa naturaleza, que tienen 
como objetivo el traslado más eficiente del fotosensibilizador a la zona en la que 
el mismo debería actuar. De esta manera, disminuye la cantidad de 
fotosensibilizador necesaria para lograr el efecto fototóxico. Además, logrando 
utilizar menor cantidad de fotosensibilizador, se reducen los efectos secundarios 
de la terapia. 
 
➢ Nanopartículas fotosensibilizadoras: Por lo general se trata de nanopartículas de 
pequeño tamaño conocidas como puntos cuánticos, los cuales pueden transferir 
energía al oxígeno molecular, generar oxígeno singlete y producir citotoxicidad, 
sin la necesidad de que haya un fotosensibilizador orgánico en el medio. Entre 
ellas encontramos los fulerenos, partículas de óxido de titanio y partículas de 
óxido de cinc (19). 
 
➢ Nanopartículas que aumentan el rendimiento de producción de especies 
reactivas de los fotosensibilizadores: Un mecanismo utilizado para lograr este 
efecto es el aumento en la producción de oxígeno singlete mediado por 
nanopartículas metálicas. 
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 Particularmente en este trabajo de tesis, nos centraremos en este último punto. 
 Las nanopartículas metálicas tienen la particularidad de tener un efecto 
fotofísico que se conoce como resonancia localizada por plasmones superficiales (LSPR, 
del inglés: localized surface plasmon resonance), resultado de la interacción de las 
partículas con la luz. Al absorber las nanopartículas luz resonante, los electrones libres 
del metal oscilan de forma coherente alrededor de la superficie, fenómeno llamado 
resonancia superficial del plasmón (3). 
 El fenómeno de fosforescencia aumentada por metales (MEP, del inglés: metal 
enhanced phosphorescence) consiste en un acoplamiento plasmónico que da lugar a 
una transferencia de energía no radiativa entre los estados excitados del 
fotosensibilizador y los plasmones superficiales de las nanopartículas metálicas, 
llevando a un aumento de la población del estado triplete del fotosensibilizador (21,22). 
Un aumento en esta población resulta en una mayor producción de especies reactivas 
de oxígeno. 
 
La Riboflavina como fotosensibilizador 
 La riboflavina (Rf), conocida también como Vitamina B2, es una vitamina soluble 
en agua presente en una gran cantidad de alimentos de consumo diario: leche, carne, 
frutas y vegetales (23). Pertenece al grupo prostético de la gran mayoría de las 
flavoproteinas,  enzimas  encargadas de catalizar la transferencia de electrones en el 
cuerpo humano (24). Su estructura se muestra en la Figura 2. 
 
 
Figura 2: Estructura de la riboflavina. 
 
 La riboflavina es capaz de participar en procesos de transferencia electrónica 
tanto de uno como de dos electrones, lo que significa que puede existir en tres estados 
de oxidación diferentes: oxidada, semiquinona o totalmente reducida. En solución, los 
equilibrios entre las diferentes especies son dependientes del pH. 
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 La riboflavina, de color amarillo-anaranjado, posee en su estado basal una fuerte 
absorción en la región ultravioleta y visible del espectro, teniendo cuatro máximos 
característicos a 220, 265, 375 y 445 nm, como se muestra en la Figura 3. 
 
 
Figura 3: Espectro de absorción UV-Visible con esfera integradora de una solución de riboflavina 0.5 
µM en solución acuosa a pH 6.7. 
 
 Presenta además, al ser excitada con luz UV o UV-Visible, una fluorescencia 
intensa de color amarillo-verdoso con un máximo a 520 nm y un tiempo de vida de 
alrededor de 7.9 ns, dado por el decaimiento radiativo del estado singlete excitado (1Rf*, 
ver reacción (2) en la Figura 4) (24).  
 
Longitud de onda / nm
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Figura 4: Posibles interacciones de la Rf en presencia de luz y sustratos (25). 
  
 El estado 1Rf*, puede decaer (de forma radiativa o no radiativa) al estado basal 
Rf (proceso 2 en la Figura 4), puede ser desactivado por un sustrato presente en solución 
D (proceso 3), o generar mediante un cruce entre sistemas, con un rendimiento cuántico 
de 0.67, un estado triplete excitado (3Rf*, proceso 4),  el cual tiene un tiempo de vida de 
aproximadamente 15 µs en condiciones anaeróbicas (25). 
 El estado 3Rf* puede decaer al estado basal Rf (proceso 5), generar productos P 
(proceso 6), reaccionar con el oxígeno molecular (O2(3∑-g)) para formar O2·- (con un 
rendimiento cuántico de 0.009 (26)) y el radical catión, Rf· + , por transferencia de 
electrones (reacción 7), u oxígeno singlete (O2(1∆g)) por transferencia de energía (con un 
rendimiento cuántico de 0.54) (24), proceso 8), o puede aceptar un electrón de un 
sustrato D, generando el radical anión de la riboflavina (Rf· -, reacción 9). Rf· - puede 
también generar O2· - por una transferencia de electrones al oxígeno molecular (reacción 
10). Por otro lado, el oxígeno singlete puede ser quencheado físicamente por el medio 
(proceso 11) o por el sustrato (proceso 12) para volver a dar O2(3∑-g), o puede reaccionar 
con Rf (reacción 13) o el sustrato D (reacción 14) para dar productos oxidados. El O2· -
generado también puede reaccionar con Rf (reacción 15) o con el sustrato D (reacción 
16) generando productos de reacción (25). 
 Por último, en presencia de una especie capaz de donar protones, Rf·- puede 
formar el radical neutro de la Rf (RfH·), el cual por recombinación (reacción 18) genera 
Rf y su especie totalmente reducida (RfH2), que en presencia de oxígeno, puede oxidarse 
nuevamente dando Rf y agua oxigenada (H2O2) (25). Un esquema simplificado de estas 
reacciones se muestra en la Figura 4. 
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 Cabe destacar también, que en soluciones acuosas, por aniquilación triplete-
triplete, es posible la formación de dos especies en estado basal: el radical anión (Rf ·-)  
y el radical catión (Rf ·+) (27). 
 El estado triplete de la riboflavina es un oxidante muy fuerte, lo que permite la 
oxidación directa de la mayoría de las biomoléculas: lípidos, aminoácidos y proteínas. 
Puede interaccionar entonces con componentes celulares (llamados Sub en la Figura 5) 
por un mecanismo Tipo I, en el cual el estado triplete de la riboflavina es capaz de 
transferir un electrón o un hidrógeno, iniciando un proceso radicalario que culmina en 
la generación de especies reactivas de oxígeno: O2·-, H2O2 y ·OH (24).  Además, puede 
actuar mediante un mecanismo Tipo II, en el cual el estado triplete de la Rf transfiere su 
energía de excitación al oxígeno molecular generando así  oxígeno singlete, con un 








 - 19 - 
 
Terapia Fototérmica (PTT) 
 
 La terapia térmica se basa en la exposición de una determinada parte del cuerpo 
a temperaturas mayores de la temperatura corporal normal por un período de tiempo 
definido. Los primeros indicios de estos efectos en la ayuda contra el cáncer, se 
remontan al siglo XIX, cuando se observó que la administración de una bacteria viva a 
pacientes con cáncer causaba una regresión parcial del tumor; este efecto era 
observado solo en pacientes que desarrollaban la infección bacteriana, proceso que 
llevaba a la aparición de fiebre  (29). 
El calor es generado externamente utilizando instrumentos que producen campos 
electromagnéticos (microondas o radioondas) o ultrasonido (30). En particular, cuando 
el aumento de temperatura se logra mediante radiación electromagnética nos referimos 
a terapia fototérmica (PTT, del inglés: photothermal therapy). 
La eficacia de este tipo de terapia se encuentra dada por dos factores principales: la 
magnitud del aumento de temperatura y la duración del tratamiento. Dependiendo de 
la magnitud del incremento de temperatura, los tratamientos térmicos y sus efectos en 
células tumorales pueden clasificarse de la siguiente manera (ver Figura ) (29): 
➢ Tratamientos con daños irreversibles: Son llevados a cabo incrementando la 
temperatura del tumor por encima de 48°C durante un período de tiempo 
que excede varios minutos. La muerte celular se produce por necrosis. Los 
daños no solo ocurren en las células tumorales, sino también en el tejido 
sano que se encuentra alrededor. Por arriba de los 60°C se produce la 
instantánea e irreversible desnaturalización de las proteínas. 
 
➢ Tratamientos de hipertermia: Consiste en mantener la temperatura del 
tumor entre 41-48°C. Suele usarse en combinación con otros tratamientos, 
como la quimioterapia o la radioterapia, cuyas eficiencias aumentan luego 
de un tratamiento hipertérmico. Entre los 41 y 43°C comienza la 
desnaturalización de las proteínas y se produce una inactivación celular que 
puede durar varias horas: al reactivarse las células, las mismas logran adquirir 
cierta resistencia al calor. Tratamientos más severos (43-45°C), producen una 
inactivación más prolongada y a su vez la aparición de un estrés oxidativo 
debido al incremento intracelular de las especies reactivas de oxígeno. La 
hipertermia conocida como supresiva (45-48°C), produce una necrosis rápida 
de las células cancerosas que resultan resistentes a tratamientos 
hipertérmicos estándar. 
 
➢ Tratamientos de diatermia: Consiste en el aumento de la temperatura hasta 
41°C. A esta temperatura no se producen grandes modificaciones a nivel 
celular, pero se logra un incremento del flujo sanguíneo y una mayor difusión 
a través de las membranas celulares, favoreciendo: i) el ingreso de las drogas 
antitumorales a tumores que no se encuentran muy vascularizados 
(beneficioso para la quimioterapia), ii) la oxigenación celular (beneficioso 
para la radioterapia), y iii) la llegada de células del sistema inmune.  




Figura 6: Clasificación de los tratamientos térmicos. Adaptado de (17). 
 
Terapia fototérmica y nanotecnología 
 Las nanopartículas combinan 4 propiedades muy interesantes que las hacen 
útiles en este tipo de terapias (29): 
➢ Su tamaño menor a 100 nm les permite una larga circulación en el flujo 
sanguíneo y una fácil incorporación dentro de las células. 
 
➢ Pueden dispersarse en líquidos biocompatibles, haciéndolas fácilmente 
inyectables al organismo. 
 
➢ Suelen presentar mínimos efectos adversos en ausencia de estímulos 
externos. 
 
➢ Producen calor de forma muy eficiente cuando son excitadas externamente. 
 
 En los últimos años, se ha prestado gran atención a nanopartículas que puedan 
generar calor al ser irradiadas con láser cuando se encuentran ya dentro del tumor, ya 
que de esta manera no se necesitarían grandes energías de irradiación y se minimizaría 
el daño a los tejidos sanos vecinos. Esto último también puede lograrse utilizando 
láseres de longitudes de onda que se encuentren dentro de la región en la que los tejidos 
suelen ser transparentes. A estas regiones se las conocen como ventanas biológicas o 
ventanas terapéuticas, y van de 700 a 980 nm y de 1000 a 1400 nm (29). 
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 Para que las nanopartículas sean útiles en PTT deben cumplir una serie de 
requisitos (29): 
➢ Poseer una alta absorción en las longitudes de onda de las ventanas biológicas. 
 
➢ Tener baja toxicidad. 
 
➢ Ser fácilmente funcionalizables para facilitar su ingreso en los tumores. 
 
➢ Ser dispersables en líquidos biocompatibles. 
 
 Unas buenas candidatas que cumplen con estas características son las 
nanopartículas de metales nobles, debido a su efecto fotofísico de LSPR. Cuanto más al 
infrarrojo cercano (NIR, del inglés: Near Infrared) pueda correrse la banda del LSPR de 
las nanopartículas, más útiles serán para la terapia fototérmica. Al irradiar estas 
partículas con luz de longitud de onda que se solape fuertemente con la banda de 
absorción LSPR de la partícula, se logra un gran aumento de temperatura y una muy útil 
disipación de calor desde las mismas hacia el entorno (3).  
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“La educación es el arma más poderosa que puedes usar para cambiar el mundo” 








 El presente trabajo de tesis tiene como objetivo general el empleo de 
nanomateriales de metales nobles (plata y oro) en dos tipos de terapias alternativas para 




➢ Sintetizar y caracterizar nanopartículas de plata y oro estabilizadas con pectina 
(PecAgNP y PecAuNP). 
 
➢ Examinar el efecto de la presencia de dispersiones de PecAgNP y PecAuNP sobre 
la fotofísica del fotosensibilizador riboflavina (Rf) para su uso en PDT. 
 
➢ Examinar el efecto de dispersiones de PecAgNP y PecAuNP sobre los 
rendimientos cuánticos de generación de ROS por parte de la Rf. 
 
➢ Investigar la viabilidad y morfología de células HeLa incubadas con PecAgNP y 
PecAuNP, Rf y mezclas de Rf y los nanomateriales, en oscuridad y con irradiación 
de longitud de onda adecuada. 
 
➢ Sintetizar y caracterizar nanoplatos de plata con estabilizantes biocompatibles. 
 
➢ Investigar la capacidad de liberación de calor fotoinducida por parte de 
nanoplatos de plata para su uso como elementos alternativos en PTT. 
 
➢ Explorar la generación de O2(1∆g) por irradiación de dispersiones de nanoplatos 
de plata. 
 
➢ Explorar la viabilidad, la morfología y los cambios metabólicos de células 
incubadas con los nanoplatos e irradiadas con luz de longitud de onda adecuada 
con el objetivo de evaluar su posible aplicación en PTT.  
 
➢ Examinar el uso de la Rodamina B (RhB) como sensor térmico intracelular 











“Yo vine a este mundo para ser libre y no esclava. Vine para vivir, no para figurar 
como una mera existencia. Vivo para ser persona y no objeto. Con mis pies aparto 
toda etiqueta con la cual se pretende controlarme. Me tomo la atribución de 
cuestionar las verdades asumidas y de hacer profano lo que por siglos se ha tenido 
por sagrado." 
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 En este capítulo presentaremos brevemente los materiales empleados y las 
diferentes técnicas experimentales que se han utilizado en este trabajo. 
  





Acetato de Sodio (NaCH3COO) J.T.Baker 
Azida de Sodio (NaN3) Sigma Aldrich 
Ácido Sulfúrico (H2SO4) Cicarelli 
Alcohol Furfurílico (C5H6O2) Sigma Aldrich 
Anexina V BD Pharmingen 
Anexina V conjugada con Isotiocianato de 
fluoresceína 
Sigma Aldrich 
Borohidruro de Sodio (NaBH4) Sigma Aldrich 
Bromuro de 3-(4,5-dimetilltiazol- 2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) 
Sigma Aldrich 
Citrato de Sodio J.T.Baker 
Cloruro Férrico Hexahidratado (FeCl3.6H2O) J.T.Baker 
Hidróxido de Sodio (NaOH) J.T.Baker 
Ioduro de Propidio BD Pharmingen 
MEM GIBCO 
Mito Tracker Thermofisher 
Nitrato De Plata (AgNO3) Biopack 
o-Fenantrolina Anedra 
OPTIMEM  GIBCO 
Oxalato de Potasio monohidratado 
(K2C2O4.H2O) 
Anedra 
Pectina Sigma Aldrich 
Peróxido de Hidrógeno (H2O2) Anedra 
Polietilenglicol (PEG) Sigma Aldrich 
Polivinilpirrolidona (PVP) Sigma Aldrich 
Riboflavina (Rf) Sigma Aldrich 
Rodamina B (RhB) Sigma Aldrich 
Rojo Neutro Sigma Aldrich 
Suero Fetal Bovino (FBS) Internegocios S.A. 
Sulfato de Cobre (CuSO4) Sigma Aldrich 
Sulfato de Hierro (II) heptahidratado 
(FeSO4.7H2O) 
Sigma Aldrich 
Tetracloroaurato de hidrógeno (HAuCl4·H2O) Sigma Aldrich 
 
 Todos los experimentos fueron realizados con agua ultra pura.  
 El material de vidrio empleado para síntesis de nanopartículas o los diversos 
experimentos se limpió de forma cuidadosa para evitar contaminaciones por su uso 
anterior, con las siguientes soluciones: 
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➢ Mezcla sulfocrómica: Es una mezcla con alto poder oxidante que se empleó para 
remover contaminantes orgánicos de todo el material de vidrio y cuarzo previo 
a su uso. Se preparó disolviendo 5 g de K2Cr2O7 en 100 mL de ácido sulfúrico 
concentrado y se utilizó hasta que su coloración se tornó verdosa.  
 
➢ Solución “piraña”: Es una solución fuertemente oxidante, compuesta por H2SO4 
concentrado y H2O2 100 vol en una relación volumétrica de H2SO4:H2O2 de 3:1. 
Se prepara agregando lentamente el ácido sobre el peróxido en baño de hielo. 
Esta solución ataca violentamente los materiales orgánicos, por lo que se debe 
manipular con extrema precaución. 
 
➢ Agua regia: El material que ha estado en contacto con metales o sustancias 
orgánicas fue lavado con agua regia, que consiste en una mezcla de HCl y HNO3 
concentrados en una relación volumétrica de HCl:HNO3 3:1. Esta solución 








Espectroscopía UV-Visible  
 Las medidas de los espectros UV-Visible de las distintas muestras se efectuaron 
con un espectrofotómetro T90UV PG INSTRUMENTS LIMITED doble haz con ancho de 
banda de 1 nm. El equipo cuenta con una lámpara tungsteno-halógeno para la parte 
visible del espectro y una de deuterio para el rango ultravioleta. Contiene además un 
accesorio de esfera integradora para la medida de reflectancia difusa. Para las 
determinaciones se usaron celdas de cuarzo de 1 cm de camino óptico. En las 
determinaciones en las que se usó la esfera integradora, las celdas utilizadas fueron de 
0,1 cm. 
 
Microscopía de transmisión electrónica (TEM) 
 Esta técnica se utilizó para la caracterización de forma y tamaño de las distintas 
nanopartículas empleadas en esta tesis. Las imágenes obtenidas por TEM fueron 
realizadas usando diversos equipos: 
➢ Las imágenes de las nanopartículas de plata cubiertas con pectina fueron 
tomadas con un equipo Phillips CM200-UT (LaB6) operado a 200 kV. 
➢ Las micrografías de las nanopartículas de oro cubiertas por pectina fueron 
tomadas con un equipo JEOL JEM 1010 operado a 120 kV.  
➢ Las imágenes de los nanoplatos de plata fueron tomadas con un equipo FEI 
Tecnai F20 G2 (FEG) operado a 200 kV. 
 En todos los casos, las muestras fueron preparadas colocando una gota de las 
suspensiones de las distintas nanopartículas en las grillas. Las grillas fueron colocadas 
en papel de filtro y secadas bajo corriente de argón, nitrógeno o aire. El análisis 
estadístico de las imágenes obtenidas se realizó empleando el software Image J. 
 
Espectroscopía Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)  
 Para poder caracterizar los grupos funcionales presentes en las nanopartículas, 
las medidas de microscopía FTIR fueron llevadas a cabo con un Espectrómetro Thermo 
Scientific Nicolet 380, con un accesorio ATR (del inglés: Attenuated Total Reflection) Pike 
Miracle. Los espectros se obtuvieron a partir de muestras sólidas, se midieron en un 
rango entre 550 y 4000 cm-1 con una resolución de 1 cm-1. 
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Medidas de Potencial Z  
 Las medidas de potencial Z fueron realizadas para evaluar la magnitud de las 
atracciones/repulsiones de cargas entre partículas, lo que nos permitió saber cómo 
estaban afectadas la superficie y la estabilidad de las mismas. 
 Las medidas se realizaron con un instrumento ζ-Sizer en forma automatizada a 
25°C, con 3 medidas consecutivas a distintos valores de pH. 
 
Espectroscopías de Emisión 
➢ Medidas de Fluorescencia en Estado Estacionario: Para obtener los distintos 
espectros de fluorescencia se utilizó un espectrofluorómetro HORIBA JOBIN-
YVON Spex Fluorolog FL3-11 con ancho de rendija de entrada y de salida de 1 
nm. El paso de longitud de onda de barrido fue de 1 nm y el tiempo de 
integración en cada paso de 0,3 segundos. El equipo consta de una lámpara de 
Xenón de 450 W. Posee 2 tipos de monocromadores, uno optimizado para 
longitudes de onda cercanas a 330 nm y otro a 550 nm. La emisión es recogida 
en un arreglo a 90° del haz de excitación y pasa a un detector R928P con tubo 
fotomultiplicador. Las medidas fueron llevadas a cabo con soluciones saturadas 
en aire a temperatura ambiente y las muestras utilizadas fueron diluidas de 
modo de evitar la saturación de medición del detector. 
 
➢ Medidas de Fluorescencia resueltas en el tiempo: Para realizar las medidas de 
tiempo de vida de fluorescencia, se utilizó el mismo equipo descripto 
anteriormente (HORIBA JOBIN-YVON Spex Fluorolog FL3-11) con la técnica de 
TCSPC (del inglés: Time Correlated Single Photon Counting). La fuente de 
excitación utilizada fue un LED de 388 nm. Las muestras utilizadas fueron diluidas 
de modo de evitar la saturación de emisión del detector. 
 
Espectroscopía de absorción UV-visible de transientes resuelta en el tiempo 
 La espectroscopía de transientes resuelta en el tiempo (TAS, del inglés Transient 
Absorption Spectroscopy) es una extensión de la espectroscopía de absorción 
estacionaria. En esta, la absorbancia de una muestra, para una longitud de onda 
particular o para un rango de longitudes de onda, se mide en función del tiempo después 
de la excitación por un pulso de radiación electromagnética. Dentro de las técnicas TAS, 
diferenciamos dos casos particulares que fueron utilizados en el presente trabajo:   
 - 32 - 
 
➢ Láser Flash Fotólisis: En los experimentos de Láser Flash Fotólisis (LFP, del inglés 
Láser Flash Photolysis), la ventana temporal de estudio va de los cientos de ns a 
los ms.  
La luz de excitación utilizada fue un láser Nd:YAG Surelite II Continuum. El haz de 
luz de la lámpara de análisis (de Arco de Xenón de 150W) pasa primero a través 
de la celda que contiene la muestra (de cuarzo con 1 cm de camino óptico), luego 
por un monocromador y finalmente es colectado por un fotomultiplicador. Un 
osciloscopio (detector, Agilent Infiniium 500 MHz) es utilizado luego para tomar 
las señales de decaimiento, las cuales son obtenidas a partir de un mínimo 
promedio de 64 pulsos.  
Se utilizaron dos equipos diferentes, ambos modelo LP980 de Edinburgh 
Instruments, disponibles en el INIFTA y en la Universidad Nacional de Rio IV. 




Se hicieron además medidas de LFP con excitación a 400 nm. El equipamiento 
en este caso es similar al descripto anteriormente y se encuentra detallado en 
el trabajo de Llansola Portoles et.al (1). 
 
➢ Experimentos de Pump-Probe: En un experimento típico, tanto la luz de 
excitación, que suele llamarse pulso de bombeo o pump, como el pulso de 
análisis, llamado pulso de sondeo o probe, son generados por láseres pulsados. 
Son experimentos de fs-TAS, esto es, absorción de transientes resuelta en los 
femtosegundos, con una ventana de detección desde los fs a pocos ns. 
El arreglo experimental del equipo utilizado se muestra en la siguiente figura 
adaptada del trabajo de tesis doctoral de Juan José Romero, en la Facultad de 





















La nomenclatura usa LSi para las fuentes láser, Mi para espejos, BSi para divisores 
de haz, PMi para los medidores de energía de pulso, OPA para el amplificador 
óptico paramétrico, NF para los filtros neutros, F para los filtros de corte, L para 
los lentes, P para los polarizadores, RR para el conjunto de espejos que 
constituyen el retroreflector de la línea de retardo, CH para el selector de pulsos 
o chopper, C para la cámara de alineación, I para los iris, S para la muestra, CG 
para el medio activo de generación del supercontinuo de análisis y CMOS para el 
sistema de detección basado en junturas de óxidos metálicos y semiconductores. 
Básicamente, el sistema láser (LS1) consiste en un láser mode locked pulsado 
(<50 fs) de Ti: Sapphire sintonizable entre 740 y 800 nm Tsunami (Spectra 
Physics), bombeado por un láser Millenia CW de 532 nm (Spectra Physics). Los 
pulsos del Tsunami, que se utilizan como pulsos semilla, van a un amplificador 
regenerativo spitfire (Spectra Physics), que es bombeado por un láser Nd:YLF 
evolution (Coherent). El sistema completo opera a 1 kHz y el ancho del pulso a 
mitad de altura en la salida es de aproximadamente 130 fs. 
El haz de salida del amplificador spitfire es dividido en 2, una parte del haz se 
dirige a un amplificador óptico paramétrico (OPA 800C, spectra Physics) en el 
cual, por procesos de óptica no lineal, se obtienen los pulsos de bombeo (pump), 
los cuales son monitoreados con un medidor de energía. Estos pulsos son 
seleccionados usando un chopper, y luego dirigidos a la muestra usando espejos 
y lentes y controlando su polarización usando P1. La parte restante de la salida 
del spitfire va a un medidor de energía de pulsos para verificar la constancia de 
la calidad del haz de salida y al sistema óptico de retardo (compuesto por RR y 
los espejos M7 y M8). Luego pasa por una ventana de un material activo (ventana 
de zirconia) para generar el pulso de luz blanca (probe) que es controlada a 
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usando filtros neutros, iris y un compensador C formado por un arreglo de 
prismas, y finalmente incide en la muestra. Una vez atravesada la misma, la luz 
de análisis se dirige a través de filtros y lentes a una fibra óptica que conecta con 
el detector CMOS que se registra usando un boxcar. La resolución del equipo en 
su conjunto es de ~ 150 fs. La potencia del haz de excitación en las distintas 
longitudes de onda empleadas medidas frente a la muestra se mantuvo cercana 
a 200 μW (2–4). 
Como los espectros obtenidos en estas escalas de tiempo cortas muestran la 
contribución de varias especies, los análisis de estos resultados se realizaron de 
forma global. Se presentan espectros diferencia asociados a la evolución (EADS, 
del inglés: Evolution-Associated Difference Spectra) y espectros diferencia 
asociados al decaimiento (DADS, del inglés: Decay-Asociated Difference Spectra). 
El programa utilizado para el análisis calcula ambos tipos de espectros, y las 
constantes de tiempo obtenidas del análisis aplican a ambos tipos (5). Los errores 
asociados a los tiempos de vida obtenidos son ≤5%. 
Estas medidas fueron realizadas en Arizona State University, en el laboratorio de 
los Profesores Ana Moore, Thomas Moore y Devens Gust. 
 
Detección de especies reactivas de oxígeno 
➢ Detección por fosforescencia oxígeno singlete: La generación de oxígeno singlete 
por parte de la Rf en ausencia y presencia de las distintas nanopartículas, fue 
determinada mediante la detección de su fosforescencia a 1275 nm por la 
relajación radiativa desde el estado singlete de menor energía al estado triplete 
basal del oxígeno molecular.  
Para ello se utilizaron suspensiones de la Rf y las nanopartículas en agua 
deuterada (D2O), las cuales fueron excitadas con el armónico de 355 nm de un 
láser Nd:YAG Surelite II Continuum. La radiación emitida se detectó en ángulo 
recto usando un amplificador Judson J 116/8sp y un detector de germanio (5 mm 
de diámetro). Los decaimientos de la fosforescencia se promediaron y 
almacenaron en un osciloscopio Agilent Infiniium 500 MHz. 
Las medidas fueron realizadas en D2O debido a que el tiempo de vida de oxígeno 
singlete en agua pesada es mayor que en H2O, lo que hace que la medida de 
fosforescencia pueda realizarse con un detector de  tiempo de respuesta mayor 
(6).  
 
También se realizaron medidas de fosforescencia de oxígeno singlete en la 
Universidad de Aarhus, Dinamarca, utilizando como fuente excitación un láser 
de femtosegundo.  
 
En estos ensayos los pulsos de femtosegundo se generaron en un oscilador Ti: 
Sapphire bombeado cw-modo-cerrado (Tsunami 3941 bombeado por un láser 
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Millenia V Nd: YVO4). El oscilador Ti: Sapphire funciona a 80 MHz y proporciona 
pulsos de femtosegundos sintonizables (~ 100 femtosegundos de ancho 
completo en la mitad del máximo, FWHM) en el rango de ~ 730-900 nm. La 
energía del pulso se amplifica en aproximadamente un factor de 105 en un 
amplificador regenerativo bombeado a 1 kHz (Spitfire bombeado por un láser 
Evolution de Nd: YLF). El Spitfire opera con una frecuencia de repetición variable, 
f = 1000/n Hz (n = 1, 2, 3 ...), esto permite obtener pulsos sintonizables de ~ 760-
850 nm (~ 100 a 150 femtosegundos con un ancho de banda espectral de ~ 10 - 
15 nm FWHM) (7,8). Cabe señalar que la frecuencia de repetición 1 kHz del 
sistema de láser de femtosegundo amplificada es ideal para experimentos 
resueltos en el tiempo de fosforescencia de oxígeno singlete, ya que su tiempo 
de vida en este solvente es de unos pocos µs (6). La salida del Spitfire puede ser 
dirigida a un amplificador paramétrico óptico (OPA-800CF). Cuando se bombea 
el OPA, éste puede suministrar pulsos de femtosegundos sintonizables en el 
rango de 300 a 3.000 nm, lo que mejora significativamente el rango espectral 
disponible para los experimentos. La longitud de onda elegida para irradiar la 
muestra en estos experimentos fue de 400 nm. 
La intensidad de fosforescencia de oxígeno singlete obtenida se midió colocando 
un filtro de interferencia de 1275 nm delante de un fotomultiplicador enfriado 
(PMT, modelo Hamamatsu R5509-42) que se usó en un modo de recuento de 
fotones. El PMT se enfrió a -80 ◦C mediante un flujo de nitrógeno gaseoso. 
 
➢ Medidas de consumo de oxígeno mediante el uso de electrodo sensible a 
oxígeno molecular: La presencia de oxígeno singlete se detectó también de 
forma indirecta mediante el monitoreo de consumo de oxígeno molecular en 
función del tiempo de irradiación. El montaje experimental consta de una 
lámpara Rayonet de longitud de onda de (350 ± 20) nm como fuente de 
irradiación en un reactor cerrado donde se coloca la muestra con o sin alcohol 
furfurílico (FA, un compuesto capaz de reaccionar con el oxígeno singlete en 
suspensiones saturadas en aire (9)) y un electrodo sensible de oxígeno molecular 
(Orion 97-0899). 
Si se logra ver consumo del oxígeno molecular sería porque el FA reacciona con 
el oxígeno singlete formado mediante la reacción 1 (10): 
 
O2(1∆g) + FA → Producto                   k2= 1,2.108 s-1M-1                       Reacción 1 
 
➢ Medidas de cuantificación de agua oxigenada (H2O2): Las medidas para 
cuantificar la cantidad de H2O2 producida por cada muestra se llevaron a cabo 
mediante un método colorimétrico enzimático, el cual se basa en la reacción 2 
(11): 
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H2O2 + 4-AF + aceptor + POD → Quinonimina Roja                                Reacción 2 
 
Donde: 4-AF es la 4-aminofenazona y POD es la enzima peroxidasa. La fuente de 
excitación fue el tercer armónico (355 nm) de un láser Nd:YAG Surelite II. Luego 
de ser irradiada, 1 mL de la muestra fue incubado con 1 mL del reactivo durante 
5 minutos a 37°C. La absorción a 505 nm fue medida en el espectrofotómetro 
descripto anteriormente. 
Las absorbancias obtenidas fueron comparadas con las halladas a partir de una 
curva de calibración realizada con concentraciones conocidas, de modo de poder 
calcular la cantidad de H2O2 generada.  




 Células de carcinoma humano (HeLa) fueron crecidas en medio Eagle modificado 
(MEM, del inglés: Modified Eagle’s Medium), con 10% de suero fetal bovino (FBS, del 
inglés: Fetal Bovine Serum) y 100 µg/mL de penicilina. El cultivo de las células fue llevado 
a cabo en una incubadora con 5% CO2 y 95% de aire a 37°C. Se sembraron 1,5x104 células 
en placas de 96-wells y se dejaron crecer por 24 h hasta confluencia. 
 
Citotoxicidad celular 
 Luego del crecimiento de las células en placas multi-well por 24 h, el medio fue 
removido y las células fueron incubadas por 24 h con diferentes concentraciones de 
soluciones/suspensiones de riboflavina o nanopartículas en MEM, en presencia de luz u 
oscuridad, de acuerdo con lo que se deseaba probar. Todos los experimentos fueron 
comparados con respecto a un control de células sin tratamiento. Los ensayos de 
citotoxicidad utilizados para explorar la viabilidad celular luego de los distintos 
tratamientos fueron los siguientes:  
➢ Ensayo de reducción de MTT: En este ensayo, la viabilidad celular se determina 
por la formación de un compuesto coloreado, debido a una reacción que ocurre 
en las mitocondrias de las células vivas (12). El MTT (bromuro de 3(4,5 dimetil-2-
tiazoil)-2,5-difeniltetrazólico), es captado por las células y reducido por la enzima 
succínico deshidrogenasa mitocondrial a formazan, un compuesto insoluble. 
Este producto de reacción queda retenido en las células, por lo que debe ser 
liberado por solubilización de las mismas. Se cuantifica así el MTT que fue 
reducido a formazan, por un cambio de color de amarillo a azul por medida de 
absorbancia a 550 nm (13). 
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➢ Ensayo de captación de Rojo Neutro: El rojo neutro es un colorante captado por 
los lisosomas y endosomas de las células viables. A medida que las mismas 
pierden viabilidad, el colorante es liberado al medio de cultivo, ya que solo las 
células viables son capaces de retener el colorante en su interior. Por lo tanto el 
ensayo consiste en medir la absorbancia a 540 nm, viendo de esta manera qué 
cantidad de colorante fue captado por las células (14,15). 
 
Microscopía confocal de disco giratorio (Spinning Disk) 
 La microscopía confocal es una técnica de microscopía óptica, que logra 
aumentar la resolución y el contraste de una micrografía mediante el uso de una técnica 
especial que bloquea la luz desenfocada (16).  
 La microscopía confocal utiliza como fuente de iluminación distintos tipos de 
láseres controlados por un sistema acústico-óptico de filtrado capaz de concentrar la 
máxima intensidad de la luz en el plano de foco a longitudes de onda determinadas. 
Durante la adquisición de la imagen, el láser barre la muestra a gran velocidad (scanning) 
y la fluorescencia emitida en cada punto  es  recogida por  un  fotomultiplicador (PMT) 
tras  atravesar  un pequeño orificio (pinhole), que bloquea el paso de toda señal fuera 
de foco (17). 
 La microscopía confocal de disco giratorio se basa en la tecnología de doble disco 
giratorio de Nipkow, que permite escanear rápidamente el campo sin dañar las células, 
disminuyendo el fotoblanqueo nocivo y la fototoxicidad (18). 
 En un microscopio confocal de escaneo láser, el láser explora la muestra con un 
único agujero para construir la imagen. El microscopio confocal de disco giratorio en 
cambio usa, como su nombre lo indica, un disco giratorio con miles de orificios 
dispuestos en forma de espiral. Un segundo disco con un patrón correspondiente de 
microlentes, guía la luz del láser de irradiación en los distintos “pinholes” del primer 
disco, lo que aumenta la eficacia de la iluminación. A medida que la luz se proyecta en 
el disco, los agujeros trazan arcos concéntricos de luz de excitación a través de la 
muestra. Cuando la luz fluorescente o reflejada vuelve a través del disco, solo la luz del 
plano de enfoque es capaz de pasar por los orificios. La luz de arriba o debajo del plano 
focal del objetivo llega al disco en ángulos no rectos. Solo la luz que llega a los poros en 
ángulos rectos puede penetrar y llegar al detector (18,19).  
 De esta manera, el microscopio confocal de disco giratorio recolecta múltiples 
puntos simultáneamente en lugar de escanear un punto por vez, haciendo que la técnica 
sea más rápida e irradie la muestra con una menor dosis de luz láser. Una cámara CCD 
posibilita altas velocidades de barrido (18,19). A continuación se muestra un esquema 
simplificado del microscopio (20): 





 En el presente trabajo se utilizó un microscopio confocal de disco giratorio marca 
Nikon Eclips Ti, combinado con una unidad de escaneo confocal (CSU-W1, Yokogawa) y 
cinco láseres con longitud de onda de excitación de 405 nm, 445 nm, 488 nm, 561 nm y 
640 nm. Las imágenes se adquirieron con un objetivo de inmersión en aceite 100x / 1.49 
a 512x512 píxeles. El software Andor IQ2 se usó para la adquisición de todas las medidas. 
En todos los ensayos, el tiempo de exposición se estableció en 200 ms. La potencia del 
láser y el número de planos focales (cuadros z) se configuraron individualmente para 
cada registro. Las células se montaron dentro de un sistema de incubación Okolab, con 
un control preciso de la temperatura (37 ° C), la humedad (85%) y la concentración de 
CO2 (5%). Las medidas se realizaron en el grupo del Dr. Thomas Gensch, del Insituto de 
Sistemas Complejos (ICS-4 (Cellular Biophysics)), Forschungszentrum Jülich, Jülich, 
Alemania. 
Medidas de Microscopía de tiempos de vida de imagen de fluorescencia (FLIM) 
 El tiempo de vida de fluorescencia de un fluoróforo (τ) es una propiedad física 
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permite obtener imágenes correlacionadas con los tiempo de vida de los fluoróforos 
presentes en una muestra (21). 
 El interés fundamental de esta técnica radica en que el valor de τ no depende 
de la concentración de fluoróforo ni de la intensidad de iluminación, sino de su entorno, 
permitiendo así analizar cambios producidos en el entorno celular que pueden ser de 
pH,  polaridad, índice de refracción del medio, temperatura, entre otros (22).  
 El microscopio que utilizamos en este trabajo determina los tiempos de vida de 
fluorescencia mediante la técnica de recuento de fotones individuales correlacionados 
con el tiempo. En el recuento de fotones individuales correlacionados en el tiempo, 
TCSPC, se mide el tiempo entre la excitación de la muestra por un láser pulsado y la 
llegada del fotón emitido al detector. Este modo requiere un "inicio" definido, provisto 
por la electrónica que dirige el pulso láser o un fotodiodo, y una señal definida de 
"detención", registrada por detectores sensibles a un solo fotón (23). La medición de 
este retraso de tiempo se repite muchas veces para tener en cuenta la naturaleza 
estadística de la emisión de fluoróforos. Los tiempos de retardo se ordenan en un 
histograma que grafica la ocurrencia de emisión a lo largo del tiempo después del pulso 
de excitación. 
 Para adquirir una imagen de tiempos de vida de fluorescencia, los fotones se 
atribuyen a los diferentes píxeles. Las señales del escáner del microscopio confocal se 
graban adicionalmente para ordenar el flujo de tiempo de los fotones en los diferentes 
píxeles. 
 Los componentes esenciales de un microscopio FLIM que funciona en modo 
TCSPC son: 
➢ Fuente de láser pulsado (diodo láser o excitación de fotones múltiples). 
➢ Detector sensible a un solo fotón. 
➢ Espejo dicroico (para separar la señal de fluorescencia de la luz de excitación). 
➢ Objetivo (para enfocar la luz de excitación en la muestra y recoger la señal de 
fluorescencia). 
➢ Unidad TCSPC para medir el tiempo entre la excitación y la emisión de 
fluorescencia. 
 A continuación, se presenta un esquema simplificado del microscopio con los 
componentes anteriormente mencionados: 
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 Se utilizó un microscopio Fluotime100 (Picoquant, Berlín, Alemania) basado en 
una unidad picoHarp300 con un láser de diodo pulsado (Láser Picoquant LDHC440; 
emisión: 440 nm; ancho de pulso: 50 ps; frecuencia de repetición utilizada: 20 MHz) 
como fuente de excitación. La luz de excitación tenía polarización vertical, y la detección 
se realizó con un polarizador de emisión orientado a 54,7° desde la vertical. El conteo 
de fotones individuales correlacionado por tiempo se usó para medir curvas de 
decaimiento de fluorescencia en función del tiempo (t), lo que permite la determinación 
de componentes de emisión de fluorescencia con tiempos de vida de fluorescencia 
superiores a 100 ps. Las curvas de decaimiento se analizaron mediante reconversión 
iterativa de la función de respuesta del instrumento, IRF (t), con una función de modelo 
exponencial, M (t), usando el software FluoFit (versión 4.5.3.0; Picoquant). Estas 
medidas se realizaron en el grupo del Dr. Thomas Gensch, del Insituto de Sistemas 








x,y - plataforma de escaneo
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Microscopía FTIR con radiación sincrotrón 
 Las medidas de microespectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
basada en radiación sincrotrón (SR-FTIR) fueron realizadas en la línea SMIS del 
sincrotrón SOLEIL, Saint-Aubin, Francia. 
 Esta técnica de espectroscopía vibratoria se usa como una herramienta de 
diagnóstico útil para probar cambios moleculares dentro de las células o tejidos 
sometidos a diferentes tratamientos. La técnica permite la determinación  de cambios 
estructurales de las biomoléculas más importantes: proteínas, ácidos nucleicos y lípidos 
(24). Se explican los detalles para cada biomolécula: 
➢ Proteínas: El espectro FTIR de una proteína tiene dos características principales, 
la banda perteneciente a la Amida I (1600-1700 cm-1) y la banda perteneciente a 
la Amida II (1500-1560 cm-1). Estas bandas surgen principalmente del 
estiramiento vibracional de los enlaces C=O y C-N pertenecientes a la cadena 
principal del péptido. La espectroscopía FTIR ha demostrado ser particularmente 
sensible a la estructura secundaria de las proteínas, basada en la frecuencia 
vibratoria de la banda de la Amida I, la cual se ve afectada por diferentes 
entornos de los enlaces puente de hidrógeno pertenecientes a las estructuras 
secundarias de α-hélice, hoja- β y otras estructuras desordenadas. Para la 
mayoría de las proteínas, existe una mezcla de estas estructuras secundarias, y 
en este caso, la banda de la Amida I representa una combinación de estos 
componentes. Por lo tanto, esta puede analizarse para predecir la estructura 
secundaria de una proteína, y por lo tanto los cambios que esta puede sufrir (25–
27). 
 
➢ Ácidos Nucleicos: Los espectros obtenidos para los ácidos nucleicos, tienen 
contribuciones de las vibraciones de estiramiento C=O de las bases purinas (1717 
cm-1) y pirimidinas (1666 cm-1). Además, la región entre 1000 y 1500 cm-1 
contiene contribuciones de las vibraciones antisimétricas (1224 cm-1) y 
simétricas (1087 cm-1) del grupo PO2- (28). 
 
➢ Lípidos: Las bandas características del espectro lipídico se encuentran en la 
región 2800-3000 cm-1. Están asignadas a las vibraciones de estiramiento C-H 
antisimétricas y simétricas de los grupos CH3 (2956 y 2874 cm-1), y a las 
vibraciones de estiramiento C-H antisimétricas y simétricas de CH2 (2922 y 2852 
cm-1). Además, una banda fuerte a 1736 cm-1 surge de los grupos éster C=O de 
los lípidos (28). 
 
 A continuación, se muestra a modo de ejemplo: (a) un espectro FTIR 
característico de una célula A431 depositada en portaobjetos de CaF2; (b) Un espectro 
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FTIR de una célula A431 en solución acuosa. En el inset se muestra la deconvolución de 






 Con esta técnica se logra una mayor resolución espacial pudiendo analizar 
distintos compartimientos celulares con mayor calidad de los espectros, en comparación 
con la microespectroscopía clásica FTIR. Esto es debido a que la radiación sincrotrón 
permite el análisis de regiones de menor tamaño (entre 2 y 10 micrones) con una mayor 
cantidad de fotones detectados que en las fuentes de radiación comunes (29–31). 
 Se tomaron entre 50 y 100 espectros celulares específicamente en los núcleos de 
las células en modo de transmisión para ser posteriormente analizados. 
• Análisis de componentes principales (32): Los análisis de los espectros y la 
comparación de los distintos tratamientos, fueron realizados mediante el 
análisis de componentes principales (PCA). El PCA es una técnica estadística 
de síntesis de la información, o reducción de la dimensión (número de 
variables). Es decir, ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo 
es reducirlas a un menor número perdiendo la menor cantidad de información 
posible. Con este análisis se crean nuevas variables (componentes principales) 
que son combinaciones lineales de las variables observadas.  
El objetivo del análisis de componentes principales consiste en explicar la 
máxima cantidad de varianza con el menor número de componentes 
principales.  
Por lo tanto, se realiza una elección de factores de tal forma que el primero 
recoja la mayor proporción posible de la variabilidad original; el segundo 
factor debe recoger la máxima variabilidad posible no recogida por el primero, 
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Número de onda (cm-1)
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y así sucesivamente. Del total de factores se eligen aquellos que recojan el 
porcentaje de variabilidad que se considere suficiente. A éstos se los 
denominan componentes principales. 
Una vez seleccionados los componentes principales, se representan en forma 
de matriz. Cada elemento de ésta representa los coeficientes factoriales de 
las variables (valores propios: las correlaciones entre las variables y los 
componentes principales). La matriz tendrá tantas columnas como 
componentes principales y tantas filas como variables. 
Luego se realizan los gráficos de sedimentación (valores propios vs. número 
de componentes), los cuales nos sirven para seleccionar el número de 
componentes que se usarán con base en el tamaño de los valores propios. El 
patrón ideal es una curva pronunciada, seguida de una inflexión y luego de 
una línea recta. Los componentes que se deben utilizar son los que se 
encuentran en la curva pronunciada antes del primer punto que inicia la 
tendencia de línea. Por ejemplo, según en el siguiente gráfico, 3 componentes 
principales serían suficientes para explicar el análisis, los componentes 
principales restantes explican una proporción muy pequeña de la variabilidad 




Una vez determinado el número de componentes principales, el cálculo de las 
puntuaciones factoriales (puntuaciones que tienen los componentes 








11 ...    Ecuación 1 
Los “a” son los coeficientes y los “Z” son los valores estandarizados que tienen 
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Estas puntuaciones pueden graficarse una en función de otra para obtener un 
gráfico bidimensional que permite ver la variabilidad de las observaciones y si 
existe alguna que ofrezca un valor extrañamente alto o bajo en cada eje. Este 
tipo de análisis puede facilitarse mediante el cálculo de intervalos de 
confianza bidimensionales. 
 
En nuestro análisis de datos se aplicó el algoritmo de Savitzky-Golay para 
realizar una corrección de referencia de los datos en bruto (espectros de 
orden cero) o para evaluar la segunda derivada de los datos (espectros de 
segundo orden) (33). Antes de ejecutar las rutinas de PCA, los espectros 
obtenidos por estos últimos procedimientos fueron normalizados a la unidad 
dentro del rango de número de onda deseado. 
 
Espectroscopía de fotoacústica resuelta en el tiempo  
 Esta técnica se utilizó para evaluar la fracción de energía absorbida por las 
nanopartículas que es liberada al medio en forma rápida como calor. La técnica de 
espectroscopía inducida por láser es una aplicación fotocalorimétrica que utiliza como 
fundamento que la liberación de energía del estado excitado de una molécula genera 
una onda acústica como producto de los cambios de presión que se producen en el 
solvente durante la relajación de los estados excitados.  
 En las técnicas de fotoacústica, la amplitud de la señal acústica de la muestra 
contiene información de los cambios de volumen térmico ∆Vth y estructural ∆Vstr 
producidos luego de la absorción de luz. La contribución del ∆Vth está relacionada con la 
expansión del solvente originada por el calor liberado en los procesos de decaimientos 
no-radiativos de los estados excitados y solo depende de los parámetros termoelásticos 
del solvente. Por otro lado, el ∆Vstr es debido a la contracción o expansión producida por 
reordenamientos moleculares (soluto y solvente) en la reacción fotoquímica (34).  
El láser usado como fuente de excitación fue un láser Ti: Sapphire de Spectra 
Physics, con pulsos de 120 fs de ancho centrado a 800 nm de longitud de onda. La 
energía de los pulsos utilizada en estos experimentos fue de 600 μJ. 
El rayo láser ingresó a través de un orificio de 1 mm de diámetro delante de la 
cubeta.  
El sistema de detección consistía en un transductor piezoeléctrico de cerámica 
preparado manualmente de 4 mm de espesor x 4 mm de diámetro (PZT). El mismo se 
encontraba ubicado contra una de las caras laterales de la cubeta, la paralela a la 
dirección del rayo láser.  
Las señales acústicas detectadas se amplificaron y digitalizaron mediante un 
osciloscopio digital (TDS 3032, Tektronix) y se almacenaron en una PC.  
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La cubeta se encontraba sobre un soporte de control de temperatura (± 0,1 ° C).  
La referencia calorimétrica fue CuSO4. Las absorbancias de la referencia y de las 
muestras, fueron las mismas con un error máximo del 5%.  
Las señales generadas mediante 128 disparos del láser, en iguales condiciones 




 Con el objeto de determinar la intensidad de radiación que llega a las soluciones 
utilizadas en los ensayos de fotoirradiación, se llevó a cabo el método de actinometría 
del oxalato férrico K3Fe(C2O4)3.3H2O. El mismo es uno de los actinómetros más prácticos 
utilizados para evaluar intensidades de radicación comprendidas entre 200 y 500 nm. 
 El K3Fe(C2O4)3.3H2O no existe como producto comercial, por lo que fue 
preparado en el laboratorio mezclando 15 mL deK2C2O4 1,5 M con 5 mL de FeCl3 1,5 M.  
 La velocidad de fotones incidente (P0) definida como el número total de fotones 
que ingresa a la solución por unidad de tiempo y unidad de volumen puede calcularse 
para una lámpara policromática por medio de la Ecuación 2: 
   Ecuación 2 
 
Donde: 
➢ El subíndice i se refiere a pequeños intervalos finitos de longitud de onda, la 
suma de todos los intervalos abarca la región de λ entre 200 y 500 nm. 
➢ d[Fe+2]/dt es la velocidad de formación de Fe+2 (calculada a partir de la pendiente 
de un gráfico [Fe+2] vs tiempo). 
➢ pi es la función de probabilidad de la emisión fotónica de la lámpara. 
➢ Ai es la absorbancia media de la solución. 
➢ ΦAc,i es el rendimiento cuántico global del actinómetro usado (en este caso 
ferrioxalato de potasio) en el intervalo i de longitudes de onda. 
 Para asegurar la absorción de toda la radiación por parte de la solución 
actinométrica, se utilizó una solución 0,02 M de ferrioxalato de potasio cuyo pH se ajustó 
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a un valor de 3,0 con HClO4. La absorbancia de esta solución para un camino óptico de 
1 cm es mayor que 2 entre 200 y 480 nm. En estas condiciones el término (1-10-Ai) dentro 
de la sumatoria de la ecuación se reduce a 1 en todo el intervalo de longitudes de onda 
estudiado. El rendimiento cuántico de producción de iones Fe+2 (ΦAc,λ) tiene un valor 
prácticamente constante de 1,24 en el intervalo comprendido entre 200 y 360 nm (12). 
Este número fue el utilizado en los cálculos debido a que se emplearon lámparas que 
emiten alrededor de 350 nm.  
 El método consiste entonces en irradiar una solución acuosa de oxalato férrico a 
distintos tiempos, con la misma geometría utilizada en los ensayos para los que 
deseamos obtener la intensidad de radiación, de manera que el Fe+3 se reduzca a Fe+2 
(36). El Fe+2 producido se cuantifica por complejación del mismo con o-fenantrolina, 
dando como resultado una solución de color rojizo por la formación de fenantrolina 
ferrosa, la cual absorbe a 510 nm (ε510 = 11428 L.mol-1.cm-1). El numerador de la Ecuación 
2 se obtiene a partir del perfil de concentración de Fe+2 y el denominador se calcula 




➢ Los distintos reactivos fueron pesados en una balanza electrónica marca Denver 
modelo TP-214 de ± 0,1 mg de precisión. 
➢ Para experimentos que requerían la ultrasonicación de suspensiones/soluciones, 
se utilizó un equipo marca TESLAB S.R.L. Modelo TB04TA con una potencia de 
160 W y una frecuencia de 40 kHz. 
➢ Los cambios de solvente para las medidas de fosforescencia de oxígeno singlete 
se llevaron a cabo en un evaporador rotatorio Senco, acoplado a una bomba 
mecánica de vacío. Los gases evacuados fueron atrapados con una trampa de 
nitrógeno líquido. 
➢ Las medidas de pH se hicieron con un pHmetro modelo Consort C832. 
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“He aquí mi secreto, que no puede ser más simple: solo se ve bien con el corazón, lo 
esencial es invisible a los ojos.”  
Antoine de Saint-Exupéry   
Capítulo 1 
Efecto de Nanopartículas 
de Plata estabilizadas con 
Pectina en la fotofísica de 
la Riboflavina. 
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Como se describió en la introducción, en la terapia fotodinámica, el efecto 
citotóxico de las ROS lleva a la erradicación de tejido no deseado (1). En consecuencia, 
en la aplicación de esta terapia es deseable emplear fotosensibilizadores con eficiente 
generación de especies reactivas de oxígeno, que presenten altos coeficientes de 
absorción y que sean más estables. 
 Las nanopartículas metálicas presentan un interesante fenómeno  conocido 
como resonancia de plasmones superficiales localizados, cuyo efecto es el aumento de 
las propiedades radiativas y no radiativas de las nanopartículas (2). Como consecuencia 
las nanopartículas metálicas, presentan picos de extinción característicos en la región 
del visible o del NIR, los cuales dependen de su forma y tamaño, así como también de 
otros factores, como el grado de agregación (3). Este fenómeno es el que las hace muy 
interesantes, siendo ampliamente utilizadas en el estudio de su influencia sobre las 
propiedades fotofísicas de los colorantes y las convierte en la base para desarrollar y 
realizar una amplia gama de aplicaciones tecnológicas, como:  
➢ Espectroscopía Raman de superficie mejorada (4,5).  
➢ Fluorescencia aumentada por RPSL (6). 
➢ Amplificación de señales ópticas no lineales (7). 
➢ Láseres en la nanoescala (8).  
➢ Fotolitografía asistida por plasmón (9,10).  
➢ Fotocatálisis y recolección de luz solar aumentadas por RPSL (11–14). 
➢ Sensores químicos y biológicos ultrasensibles (15–18). 
 Recientemente se demostró el aumento de producción de oxígeno singlete 
usando el sensibilizador riboflavina cuando este se encuentra en presencia de 
nanopartículas de plata estabilizadas con pectina (19). Los mismos autores evidenciaron 
un aumento en la fluorescencia de la riboflavina en presencia de estas partículas. 
 Basándonos en estos resultados, decidimos sintetizar y utilizar las PecAgNP para 
evaluar en detalle los cambios que las mismas podrían generar en la fotofísica de la Rf. 
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Síntesis de las PecAgNP 
 Para la síntesis de nanopartículas se utilizó un método previamente descripto en 
bibliografía (20). Se preparó una solución de 10 g/L de pectina, calentando la misma a 
60°C por 45 minutos, asegurando así su completa disolución. Una vez obtenida la 
solución, se la enfrió hasta llegar a temperatura ambiente y se procedió al agregado de 
soluciones de AgNO3 (concentración final 1mM) y de NaOH (concentración final 25mM). 
La mezcla se dejó en agitación durante 6 horas hasta la obtención de las nanopartículas. 
 
Caracterización de las PecAgNP 
 Mediante el uso de microscopía electrónica de transmisión pudo verse que las 
partículas tienen mayoritariamente forma esférica. La observación de una gran cantidad 
de partículas nos permitió realizar el histograma de distribución de tamaños, mostrado 
en la Figura 1.1, que arroja como resultado una distribución con un diámetro medio de 
2.3 ± 0.7 nm. Estas partículas más pequeñas representan el 95% de la población; el otro 




Figura 1.1: Histograma de distribución de tamaños de las PecAgNP. Inset: Fotografía de TEM de las 
PecAgNP. 
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 Se midió el espectro de absorción UV-Visible de suspensiones acuosas de las 
nanopartículas que se muestra en la Figura 1.2. La posición del máximo de la banda de 
resonancia del plasmón de las PecAgNP se encuentra a 414 nm. Además, utilizando una 
esfera integradora, pudimos establecer que la dispersión acuosa de las partículas no 
posee prácticamente scattering (dispersión) de luz en el intervalo de longitudes de onda 
de 240 a 800 nm. 
 
 
Figura 1.2: Espectros de absorción, extinción y scattering UV-Visible de la dispersión acuosa de 
PecAgNP que surge de la síntesis. 
 
 El valor publicado del punto de carga zero, es decir el pH al cual la carga 
superficial es cero, para nanopartículas de plata sin cobertura superficial es alrededor 
de 7 (21). Medidas de potencial Z de la suspensión de nanopartículas en el intervalo de 
pH entre 4 y 10, nos indican un valor negativo de carga superficial, confirmando el 
efectivo recubrimiento de la superficie de plata con pectina (Figura 1.3).  
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Figura 1.3: Medidas de potencial Z de la suspensión acuosa de PecAgNP que resulta de la síntesis en 
función del pH. 
 
 Este recubrimiento también fue confirmado por comparación de los espectros 
ATR-FTIR de la pectina y las PecAgNP, los cuales arrojaron las mismas bandas (Figura 
1.4). Las medidas fueron realizadas en fase sólida, evaporando el solvente en 
evaporador rotatorio. Los espectros presentan una banda ancha entre  3600 y 2500 cm-
1 debida a la vibración de los grupos hidroxilo (-OH), lo que confirma las uniones 
hidrógeno intra- e intermoleculares (22). Las bandas alrededor de 2950 cm-1 (3000-2800 
cm-1) surgen de la vibración de los grupos C-H, CH2 y CH3. En la pectina, la banda 
correspondiente a los grupos C-H se superpone con las bandas O-H que se encuentran 
entre 2500 y 3600 cm-1. Las fuertes bandas observadas en las regiones de 1760-1745 y 
1640-1620 cm-1 corresponden a las vibraciones de los grupos C=O y COO-, 
respectivamente. 
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Figura 1.4: Espectro FTIR de la Pectina pura (línea negra) y de las PecAgNP (línea naranja). 
 
Interacción de las PecAgNP con la Riboflavina en estado basal 
 Las concentraciones de nanopartículas y de Rf utilizadas en los ensayos 
fotoquímicos, fueron elegidas de manera que la radiación de excitación sea mayormente 
absorbida por la riboflavina (la absorción de las PecAgNP a la longitud de onda de 
excitación fue de al menos 10 veces menor que la de la Rf). 
De aquí en adelante indicaremos la concentración de Ag en lugar de la 
concentración de PecAgNP. Nótese que a partir del diámetro medio de las 
nanopartículas esféricas (2.3 nm) y despreciando la contribución de las nanopartículas 
más grandes se obtiene un volumen promedio de las nanopartículas de 6.37×10-21 cm3. 
Tomando el valor de 10.5 g cm-3 para la densidad del metal (23) la concentración molar 
de las nanopartículas es 373 veces menor que la de Ag. 
 La posible formación de un complejo en estado basal entre la Rf y las PecAgNP 
fue evaluada mediante espectroscopía de absorción UV-Visible, en condiciones similares 
a las empleadas luego en los ensayos fotoquímicos.  
 Antes de realizar algún cálculo, nos aseguramos de que exista un cambio 
verdadero en los espectros de absorción de la mezcla de Rf y PecAgNP, con respecto a 
la suma de los espectros de la Rf y las PecAgNP por separado. 
 La Figura 1.5 muestra los espectros de absorción UV-Visible obtenidos en 
ensayos con riboflavina ([Rf] = 0.54 µM) y suspensiones de PecAgNP ([Ag] entre 0 y 7.88 
µM). 
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 La constante aparente de equilibrio de formación de un complejo entre la Rf y 
las PecAgNP fue determinada según el método reportado por Benesi y Hildebrand (24), 
el cual tiene en cuenta la siguiente ecuación: 
])[(
111





  Ecuación 1.1 
Donde: Aobs es la absorbancia observada a 440 nm de las muestras de Rf con diferentes 




Esquema 1.1: Distintos pasos del mecanismo de reacción propuesto para la interacción de Rf con 
PecAgNP. 
 
 En el recuadro de la Figura 1.5 se muestra la gráfica de (Aobs-A0)-1 vs [Ag] a partir 
de la cual puede obtenerse el valor de la Kapp: (2.8±0.3)x104 M-1, permitiéndonos 
corroborar la formación de un complejo entre la Rf y las nanopartículas en estado basal 
(ver reacción (1) del Esquema 1.1). 
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Figura 1.5: Espectros de absorción UV-Visible de Rf en ausencia (negro) y presencia de varias 
cantidades de PecAgNP: 0.79 µM (verde claro), 1.18 µM (naranja), 1.57 µM (verde oscuro) y 7.88 µM 
(rojo). Inset: Gráfico de (Abs-A0)-1 vs [Ag]-1  
 
Estos datos indican que la cantidad de Rf complejada en los ensayos que se 
mostrarán a continuación es baja: ≤4% en la determinación de tiempos de vida, ≤5% en 
espectroscopía de absorción de transientes con λexc = 400 nm y ≤14% en los 
experimentos de LFP con λexc = 355 nm. 
 
Efecto de las PecAgNP en la fluorescencia de la Riboflavina 
 Se midió el tiempo de vida de fluorescencia de la Rf en suspensiones con distintas 
concentraciones de PecAgNP. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.1. El 
tiempo de vida de fluorescencia permaneció contante en todos las muestras igual a 4.7 
± 0.1 ns, muy similar a los valores reportados en bibliografía para Rf en agua (25). Esto 
descarta la idea de que pueda existir un proceso de quenching (desactivación del estado 
excitado) colisional o una transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET, del 
inglés: Förster resonance energy transfer) (26). 
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Tabla 1.1: Tiempos de vida de fluorescencia de la RF en presencia de distintas concentraciones de 
PecAgNP. 
 
Se registraron los espectros de emisión de Rf (16 µM) en presencia de diferentes 
cantidades de PecAgNP (λexc = 420 nm). Para poder determinar cuál es el efecto de la 
adición de las nanopartículas debemos descartar los posibles efectos de filtro interno 
tanto a las longitudes de onda de exc y em. Estos efectos se tuvieron en cuenta 






+=   Ecuación 1.2 
Donde Fcor e Fobs son respectivamente las intensidades de emisión corregidas y 
medidas, Absexc y Absem son respectivamente las absorbancias de PecAgNP a exc y em y 
el factor 2 supone que la absorción y la emisión tienen lugar en el centro de la celda. 
 Los resultados se presentan en la Figura 1.6, en la que puede observarse un 
modesto efecto de quenching. 
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Figura 1.6: Espectro de emisión de fluorescencia de la Rf (16µM) en ausencia (negro) y presencia de 
distintas cantidades de PecAgNP. Las concentraciones de Ag son: 4.37 µM (rojo), 0.87 µM (verde 
claro), 0.65 µM (verde oscuro), 0.44 µM (naranja). Inset: Gráfico de (A0/A) vs. [Ag]. A0 y A son las áreas 
de emisión corregidas sin y con nanopartículas, respectivamente. 
 
 El aumento de absorbancia de Rf en presencia de las nanopartículas, que ocurre 
prácticamente en todo el intervalo de longitudes de onda evaluado (Figura 1.5), podría 
deberse solamente a un fenómeno de excitación aumentada (26), sin que haya 
complejación entre la Rf y PecAgNP. Si los efectos observados en la Figura 1.5 se 
debieran únicamente a absorción aumentada, deberíamos esperar un aumento en la 
intensidad de fluorescencia de Rf en presencia de PecAgNP sin afectar el tiempo de vida 
de emisión. Sin embargo, vemos el efecto opuesto en la intensidad de emisión (Figura 
1.6), lo que conjuntamente con la constancia en el tiempo de vida (Tabla 1.1) son 
consistentes con la formación de un complejo no fluorescente entre Rf y las 
nanopartículas. Esta hipótesis está apoyada por los resultados de espectroscopía de 
absorción de transientes mostrados más adelante, que son compatibles con la 
formación de un complejo entre el sensibilizador y las nanopartículas. 
 
Experimentos de Pump-Probe 
 Los experimentos de Pump-Probe constituyen el método más simple utilizado 
para estudiar dinámicas electrónicas ultrarrápidas. En esta técnica, se utilizan pulsos de 
láser ultracortos para excitar la muestra (haz de bombeo), generando una distribución 
de estados no equilibrada, y para analizar los cambios inducidos por el bombeo en las 
constantes ópticas de la muestra (haz de análisis). La medición de los cambios en las 
constantes ópticas en función del tiempo de demora entre la llegada del haz de bombeo 
nm
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y los pulsos del haz de la sonda produce información sobre la relajación de los estados 
electrónicos en la muestra. 
 Para estos experimentos, la longitud de onda de excitación fue de 400 nm y los 
mismos fueron realizados bajo atmósfera saturada de Ar. 
 Para nanopartículas metálicas, el haz de bombeo excita selectivamente los 
electrones, y el gas de electrones formado alcanza temperaturas de hasta varios miles 
de grados Kelvin, dependiendo de la intensidad del haz de bombeo. La excitación de los 
electrones por un pulso láser de femtosegundo produce una perturbación en la 
distribución electrónica del metal. Esta distribución electrónica termaliza, es decir relaja 
la energía inicial absorbida por un fotón mediante los procesos de scattering electrón-
electrón y las interacciones electrón-fonón y fonón-fonón (27,28). Los espectros 
diferencia para nanopartículas, muestran el bleaching (disminución de la población del 
estado fundamental) centrado en el máximo de la banda de resonancia del plasmón con 
dos bandas de absorción positivas a más bajas y más altas longitudes de onda como se 
ve en la Figura 1.7 reproducida del trabajo de Ahmadi et al. (29). 
 
 
Figura 1.7: Espectros de absorción de transientes de nanopartículas de oro coloidales que muestran la 
recuperación del bleaching del estado basal en función del tiempo de demora entre los pulsos de la 
bomba y de análisis (29).  
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 La Figura 1.8 (a), muestra los EADS obtenidos para los experimentos con 
PecAgNP en ausencia de Rf. Para los dos tiempos de decaimiento más cortos (0.32 y 3.93 
ps), se observan las bandas de absorción de mayores longitudes de onda mencionadas 
anteriormente. El scattering electrón-electrón (normalmente en el orden de los 10 fs 
(30)) no se observa por el tiempo de resolución del experimento (~ 150 fs). El tiempo de 
decaimiento de 0.32 ps está asociado a la relajación electrón-fonón. El efecto fonón-
fonón se encuentra en el orden de cientos de ps para nanopartículas metálicas (27), y 
es por eso que el valor de 203 ± 10 ps fue asignado a este fenómeno. Los tiempos de 
decaimiento fueron independientes de las concentraciones de PecAgNP utilizadas. 
 En la Figura 1.8 (b), se muestran los EADS obtenidos solo para Rf. Debemos tener 
en cuenta que el estado S1 de la Rf tiene una energía de 2.48 eV, y como nosotros 
estamos trabajando a 400 nm (3.10 eV) (31), nuestro espectro mostrado en la Figura 1.8 
(b) fue obtenido con un exceso de energía de 0.6 eV. El EADS correspondiente al tiempo 
de decaimiento más corto (825 ± 41 fs), muestra señales S0 → S1 negativas (bleaching) 
por debajo de ~560nm, y absorciones de estados excitados (AES) S1 → Sn por encima de 
esta longitud de onda. Esto concuerda con los datos obtenidos por Weigel et al. (32), 
quienes observaron un decaimiento biexponencial con un espectro similar con tiempos 
de vida de 0.2 y 1.1 ps. El componente de 4.7 ± 0.2 ns, que también muestra un bleaching 
y la fluorescencia S1 → S0 en la forma de emisión estimulada ( < 580 nm), es asignado 
al decaimiento S1 → S0, en concordancia con el tiempo de vida medido de emisión en 
este trabajo de tesis (Tabla 1.1). Este decaimiento contiene además contribuciones de 
especies que no logran decaer en la ventana de tiempo experimental (~5 ns), como el 
estado triplete de la riboflavina obtenido por cruce entre sistemas desde el estado S1. 
La componente de 21 ± 1 ps en nuestro caso, y de 100 ps en el trabajo de Weigel, es 
visible en toda la ventana espectral con muy pequeña amplitud. Weigel et al. proponen 
que los espectros asociados a este tiempo de decaimiento corresponden a la absorción 
de estados excitados (S1 → Sn) a 300 nm (región no analizada en esta tesis), junto con 
las regiones que presentan bleaching, sugiriendo que la población de Rf que se 
encuentra en ese estado excitado, lo abandona dirigiéndose a otros estados que se 
encuentran más accesibles, y finalmente retornando a su estado basal. 
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Figura 1.8: Comparación de los espectros de los transientes obtenidos en los experimentos de pump-
probe: (a) EADS de las suspensiones de PecAgNP 1.8 µM en Ag; (b) EADS de una solución de Rf (53 
µM) sin PecAgNP; (c) EADS de una solución de Rf (53 µM) en presencia de 1.8 µM en Ag; (d) DADS 
correspondiente a los EADS mostrados en (c). 
 
 Las Figura 1.8 (c) y (d), muestran los EADS y DADS obtenidos para Rf en presencia 
de PecAgNP. Cuatro componentes fueron necesarias para realizar este análisis. 
Recordemos que los espectros DADS se interpretan en términos de la pérdida o ganancia 
de absorción asociada a un cierto tiempo de vida, mientras que los espectros EADS 
representan la evolución espectral: por ejemplo, un segundo EADS crece con el primer 
tiempo de vida y decae con el segundo. 
 La Figura 1.8 (c), muestra un EADS con un tiempo de decaimiento de 121 ± 6 fs, 
que no se encuentra presente ni en los experimentos realizados para la solución de Rf 
sola o de PecAgNP solas. El mismo, no surge del estado S1 de la Rf. Sin embargo, dado 
que el tiempo de decaimiento de 121 ± 6 fs está dentro del tiempo de resolución de los 
experimentos (aproximadamente 150 fs), el espectro podría tener contribuciones de 
fenómenos ultrarrápidos tales como artefactos coherentes (33), y por lo tanto, no puede 
obtenerse información confiable de este EADS. 
 La comparación de los espectros de la  Figura 1.8 (a) y (b), muestra que la región 
de emisión estimulada de Rf se solapa con la de los tiempos de decaimiento más cortos 
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de las PecAgNP. Por lo tanto, podemos pensar que la transferencia de energía del 
complejo al plasmón de las nanopartículas alteraría la distribución de electrones en el 
plasmón, el cual se relaja con un tiempo de decaimiento de 93 ± 4 ps, como puede verse 
en  la Figura 1.8 (c) y (d). 
 Los EADS de los dos tiempos de decaimiento más lentos (669 ± 33 ps y 4.95 ± 
0.24 ns) se ven muy similares (Figura 1.8 (c)). El DADS de 669 ± 33 ps refleja la imagen 
de los DADS de 4.95 ± 0.24 ns en todo el rango de 540 a 700 nm (Figura 1.8 (d)). Esto 
sugiere fuertemente que la especie con el tiempo de decaimiento de 669 ± 33 ps 
alimenta a la especie con el tiempo de decaimiento de 4.95 ± 0.24 ns. El mismo 
argumento en los análisis de DADS fue usado para proponer un mecanismo secuencial 
para la reacción de transferencia electrónica del triptófano al grupo hemo en las 
mioglobinas ferrosas (34).  Proponemos entonces, que el estado excitado del complejo 
formado entre la Rf y las PecAgNP, con un tiempo de vida de 669 ± 33 ps decae a un 
estado cuyo decaimiento es mucho más lento que la ventana temporal del experimento. 
El espectro con decaimiento de 4.95 ± 0.24 ns no puede asignarse a ninguna especie 
porque está dentro del margen de la ventana temporal del experimento. 
Dado que la fracción de Rf complejada es menor a 5% en estos ensayos (ver 
arriba), el hecho de que podemos obtener evidencia de la formación del complejo en 
ensayos de espectroscopía de absorción de transientes significa que el complejo 
presenta un alto coeficiente de absorción, probablemente debido a una interacción de 
transferencia de carga. 
 
Experimentos de Láser Flash Fotólisis 
 Los experimentos de LFP para este sistema fueron realizados bajo atmósfera de 
Ar y con dos equipos diferentes: con uno se excitaron las muestras a 400 nm y con el 
otro a 355 nm. 
 LFP con λex = 400 nm: A los espectros obtenidos en estas medidas, tanto en 
presencia como en ausencia de PecAgNP, se les realizó un ajuste con 4 componentes. 
 En la Figura 1.9 pueden observarse los EADS obtenidos para la componente más 
rápida (5.0 ns) para la muestra de Rf que no contiene PecAgNP; estos cambios de 
absorbancia son positivos por debajo de 480 nm y negativos por encima de esta longitud 
de onda. Esta componente, por lo tanto, puede ser asignada al estado S1 de la Rf, el cual 
muestra una absorción del estado excitado por debajo de 480 nm que luego da lugar al 
primer estado excitado triplete de la Rf, que presenta un máximo de absorción a 710 nm 
(35). La asignación de esta componente al estado S1 de la Rf está de acuerdo con el 
tiempo de vida de fluorescencia medido en los ensayos de TCSPC (4.7 ns) en presencia 
y ausencia de PecAgNP. Por esta razón se estableció este valor para el tiempo de vida 
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del decaimiento más corto de las muestras que contienen PecAgNP. En este 
procedimiento de ajuste, se necesitaron cinco componentes. Como puede verse en la 
Figura 1.9, el EADS de la componente 4.7 ns de Rf en presencia de partículas se ve muy 
diferente al obtenido en su ausencia. Los EADS en presencia de las PecAgNP tienen una 
contribución principal del estado triplete de Rf, en concordancia con la población de este 
estado desde el estado excitado del complejo formado entre la Rf y las PecAgNP. Por lo 
tanto, la absorción del estado S1 del Rf libre está enmascarada por la de 3Rf*, que tiene 
coeficientes de absorción mayores y mayores tiempos de vida. También se observa un 
bleaching por debajo de 480 nm debido a que la absorción del estado de triplete es 
mucho menor que la del estado fundamental. Estos datos indican que el complejo 
excitado decae al estado triplete de la Rf (ver reacción (2) en el Esquema 1.1). Como el 
coeficiente de absorción del estado triplete de la Rf es mayor, el decaimiento del estado 
excitado del complejo al estado fluorescente S1 de la Rf no puede descartarse según 
estos experimentos. Sin embargo, el quenching de fluorescencia que se muestra en la 
Figura 1.6 no es compatible con esta ruta de despoblación del estado. 
 
 
Figura 1.9: EADS obtenidos luego de la excitación de Rf (53 µM) en ausencia (línea marrón) y presencia 
de 0.87 µM de Ag (línea verde), 2.2 µM de Ag (línea naranja) y 4.4 µM de Ag (línea roja). La línea 
punteada muestra un espectro de absorción triplete-triplete de la Rf obtenido de literatura (36).  
 
 La segunda componente del ajuste es asignada al estado triplete de la Rf. El 
tiempo de vida de este estado es de 7.7 ± 0.7 µs y es independiente de la concentración 
de las PecAgNP. Nuevamente un bleaching se observa por debajo de 480 nm por las 
mismas razones explicadas anteriormente (ver Figura 1.10). 




Figura 1.10: EADS obtenidos para los tiempos de 7.7 µs luego de la excitación de Rf (53 µM) en 
ausencia (línea marrón) y presencia 2.2 µM de Ag (línea verde) y 4.4 µM de Ag (línea naranja). La línea 
punteada muestra un espectro de absorción triplete-triplete de la Rf obtenido de literatura (36). 
 
 Estudios de LFP de soluciones de Rf muestran que puede ocurrir la siguiente 
Reacción 1.1 (36): 
+− +→+ ··*3 SRfSRf    Reacción 1.1  
 Donde S es un donor de electrones (36). Esta reacción ocupa un lugar muy 
importante en la fotoquímica de la Rf, ya que muchas moléculas biológicas son capaces 
de actuar como donoras de electrones (36). 
 El cambio de energía estándar de Gibbs ∆ETG° para la reacción de transferencia 
de carga anterior, puede ser calculada con la Ecuación 1. 3, la cual incluye el potencial 
redox (E°) del aceptor (3Rf*), del donor (S), y la energía del triplete de la Rf, ∆E0,0 en J.mol-
1. NA es la constante de Avogadro y e es la carga del electrón. 
0,0




  Ecuación 1.3 
 Para los cálculos de ∆ETG° utilizaremos los valores reportados para E°(3Rf*/ Rf·) = 
-0.546 V vs NHE (37) y de ∆E0,0 = 209 kJ.mol-1 (31). 
 En particular, el estado basal de la Rf puede actuar como un donor de electrones 
(ver la reacción (3) en el Esquema 1.1). En medio acuoso, Rf·-es convertido rápidamente 
al radical semiquinona RfH·(ver la reacción 5 en esquema 1.1) (38). Para un valor de 
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E°(Rf·+/ Rf)=2.28 V (39), se obtiene un valor de ∆ETG°=63.3 kJmol-1 para la reacción (3). 
Este es un valor positivo, pero bajo de ∆ETG°. Para muchas reacciones, valores de  ∆ETG° 
de estas características indican la reversibilidad del proceso de transferencia de 
electrones (40). 
 Para verificar si las PecAgNP pueden actuar como donoras de electrones según 
la reacción (4) del Esquema 1. 1 se calculó ∆ETG° mediante la Ecuación 1.3, teniendo en 
cuenta que S+ es Ag+ y S es Ag en nuestro sistema. 
 Tomando el valor de potencial redox E°(Ag+/Ag) ~ 0.78 V (41) para nanopartículas 
de plata de 10 nm de diámetro, se obtiene un valor de ∆ETG°= -81.2 Kjmol-1, lo que 
confirma que este proceso es posible (ver reacción (4) en esquema 1.1). 
 En la Figura 1. podemos ver los EADS correspondientes a la tercera componente. 
El tiempo de vida de la tercera componente del ajuste, en ausencia de PecAgNP fue de 
24.1 µs. En presencia de nanopartículas, este tiempo de vida fue de 18 ± 2 µs, 
independientemente de la concentración de PecAgNP. Dos especies contribuyen a este 
espectro: el radical neutro RfH· (formado a partir de las reacciones (3) y (4) luego de la 
protonación de Rf·- (reacción (5)) y el radical catión Rf·+. 
 
 
Figura 1.11: EADS obtenidos para la tercer componente (rango de 20 µs) en ausencia (línea marrón) y 
presencia 1.3 µM de Ag (línea verde) y 4.4 µM de Ag (línea naranja). La línea punteada verde muestra 
el espectro del radical Rf·+ y la línea rayada negra el del radical RfH· obtenido de literatura (36). 
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 En la Figura 1., puede verse claramente que la contribución de Rf·+ en ausencia 
de PecAgNP es más relevante, como era de esperar por la competencia de las reacciones 
(3) y (4) en presencia de las nanopartículas (esquema 1.1). 
 La cuarta componente, con un tiempo de vida de 530 ± 27 µs en ausencia y de 
257 ± 46 µs en presencia de PecAgNP es asignada al radical RfH· (libre o adsorbido) por 
comparación con el espectro reportado en la literatura (Figura 1.12). 
 
 
Figura 1.12: EADS obtenidos para la cuarta componente en ausencia (línea marrón) y presencia de 
0.87 µM de Ag (línea verde), 2.2 µM de Ag (línea naranja) y 4.4 µM de Ag (línea roja). La línea rayada 
negra muestra el espectro de RfH· obtenido de literatura (15). 
 
 LFP con λex = 355 nm: Dado que la absorbancia de las nanopartículas es menor a 
355 nm que a 400nm, estos experimentos permitieron aumentar la concentración de 
PecAgNP utilizada, manteniendo una relación de absorbancia entre Rf y PecAgNP de 
10:1 o superior para que la mayoría de los fotones fueran absorbidos por el colorante. 
El tiempo de la ventana espectral de estos experimentos es de 1 a 200 µs. 
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Figura 1.13: Espectros de absorción obtenidos en los experimentos de LFP (λex = 355 nm) de una 
solución de Rf (57 µM) en ausencia (a) y presencia (b) de 7.88 µM de PecAgNP, tomados a diferentes 
tiempos luego del pulso del láser (100, 50, 25, 15, 10, 5 y 2 µs) 
 
 La comparación de los espectros obtenidos en las Figura 1.13 (a) y (b), muestra 
que la absorbancia en el máximo de absorción del espectro del triplete de la Rf (710nm), 
es mayor en los ensayos que contienen PecAgNP, en concordancia con los resultados de 
pump-probe y LFP realizados a λex = 400 nm. Como los espectros de 3Rf*, RfH· y Rf·+, se 
encuentran solapados y todos decaen en los microsegundos, se realizó un análisis global 
de los mismos empleando un programa llamado ASUfit (42) (en este caso no pudo 
emplearse el programa Glotaran por la forma en la que habían sido almacenados los 
datos). 
 Todos los espectros pudieron ser ajustados con tres componentes de tiempos de 
vida 8 ± 1 µs, 35 ± 6 µs y 205 ± 31 µs, en total concordancia con los experimentos 
realizados con longitud de onda de excitación a 400 nm. 
 
 
Figura 1.14: DADS correspondientes a 8 ± 1 µs (a) y 205 ± 31 µs (b) obtenidos en los experimentos de 
LFP (λex = 355 nm) para una solución de [Rf] = 57 µM en ausencia (marrón) y presencia de PecAgNP: 
1.18 µM (verde), 1.57 µM (naranja) y 7.88 µM (rojo) de Ag. 
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 En la Figura 1.14 (a) observamos que las especies obtenidas a tiempos cortos, 
coinciden con el espectro reportado para el 3Rf* (35,36). El tiempo de decaimiento del 
3Rf* es independiente de la presencia de distintas cantidades de PecAgNP, concordando 
con los experimentos de LFP con λexc = 400 nm.  
 El componente con tiempo de decaimiento de 35 ± 16 μs (DADS no mostrado) se 
forma a través del decaimiento de 3Rf* y presenta contribuciones de RfH· y Rf·+.   
 El DADS para la tercera componente (205 ± 31 µs) se muestra en la Figura 1.14 
(b). El mismo es coincidente con el espectro de absorción informado para RfH· (36). 
Los experimentos de LFP a las dos longitudes de onda de excitación no dieron 
evidencia de un acortamiento del tiempo de vida de 3Rf* (ca. 8 μs) por la presencia de 
las nanopartículas, a pesar de que la transferencia de carga desde Ag al triplete de 
sensibilizador es un proceso termodinámicamente favorable (ver más arriba). Esto 
puede deberse a las bajas concentraciones de nanopartículas usadas para minimizar su 
absorción de luz y al hecho de que la reacción (3) sea más rápida que la (4) (ver Esquema 
1.1). Esto último significa que k3 × [Rf] ≥ k4 × [Ag]. El valor publicado para k3 es 6 × 108 
M−1 s−1 (43) y [Rf] = 53 μM, por lo que resulta k3 × [Rf] = 3,18 × 104 s−1. Debido a que la 
fracción de Rf adsorbida es baja consideraremos la reacción entre 3Rf* libre y las 
nanopartículas. La concentración de [Ag] en estos ensayos es ≤4.4 μM. Un límite 
superior para la constante de velocidad k4 puede estimarse mediante la ecuación de 
Smoluchowski (44) considerando la difusión de 3Rf* a la superficie de la nanopartícula. 
El valor obtenido de esta forma es 2.7 × 107 M−1 s−1, por lo que k4 × [Ag] ≤ 119 s−1 y se 
cumple que k3 × [Rf] ≥k4 × [Ag]. 
 Para poder cuantificar el incremento del rendimiento de formación del estado 
triplete de la Rf en presencia de nanopartículas, se graficó la relación entre los cambios 
de absorbancias a 710 nm a un tiempo de 1 µs (∆A710) en presencia de nanopartículas y 
en ausencia de las mismas (∆A7100) obtenidos de los experimentos de LFP tanto 
excitando a 355 nm como a 400nm, vs. la concentración de Ag. Este gráfico se muestra 
en la Figura 1.6, y podemos observar que el crecimiento del triplete es independiente 
de la longitud de onda de excitación y que un incremento, dentro del error experimental, 
próximo al 100% en el rendimiento de formación del triplete se obtiene en presencia de 
la máxima concentración de PecAgNP. Debemos tener en cuenta que el rendimiento de 
triplete (T) de Rf en agua es 0,6 (36) según estos datos obtendríamos un valor de (T  
1). 
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Figura 1.6: Gráfico de ∆A710/∆A7100 vs [Ag]. 
 
Efecto de las PecAgNP en la generación de ROS por parte de la Rf 
 En condiciones aeróbicas, la transferencia de energía de 3Rf* al oxígeno en su 




Esquema 1.2: Reacciones de formación de O2(1Δg) y O2·- bajo condiciones aeróbicas. 
 
 A partir del aumento en el rendimiento de estado triplete de la Rf en presencia 
de las nanopartículas, se espera una mejora en el rendimiento de producción de O2(1Δg). 
Esto se ve en la Figura 1.7, donde se graficó la relación de las áreas obtenidas en los 
[Ag] / M
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experimentos de fosforescencia de oxígeno singlete resuelta en el tiempo en presencia 
y ausencia de distintas cantidades de PecAgNP vs [Ag]. Un aumento del 30% fue 
obtenido con la máxima concentración de PecAgNP. 
 
 
Figura 1.7: Gráfico de la relación entre (A/A0) de las señales obtenidas para la fosforescencia de 
oxígeno singlete vs [Ag]. 
 
 Por otro lado, la Rf produce O2·- que da lugar a la formación de H2O2 (esquema 
1.2) con un rendimiento cuántico ΦO2•- = 0.009 (45). Como en presencia de PecAgNP 
obtenemos una mayor cantidad de población del estado 3Rf* y mayores concentraciones 
de los radicales Rf.- y RfH por la transferencia de carga de Ag al triplete del sensibilizador, 
también se espera un mayor rendimiento de producción de O2·-  (reacción (7) del 
Esquema 1.2), el cual lleva  a la generación de H2O2. Adicionalmente, otros procesos 
reportados en la literatura podrían aportar una contribución adicional a la mejora 
observada del peróxido de hidrógeno en presencia de PecAgNP. De hecho, la 
desintegración de RfH· produce cantidades equimolares de Rf y Rf completamente 
reducida (RfH2) (proceso (8) en el Esquema 1.2), que en condiciones aeróbicas se oxida 
al radical RfH2·+ y O2·-, formando finalmente H2O2 (reacciones (9) y (10) del Esquema 1.2) 
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(46). El aumento de la producción de H2O2 en presencia de las nanopartículas puede 
observarse en la Figura 1.17. 
 
 
Figura 1.8: Gráfico de [H2O2] vs [Ag]. 
 
 El 60% de aumento obtenido en la concentración de producción de peróxido de 
hidrógeno para las muestras con la mayor concentración de nanopartículas se debe 
considerar como un límite inferior porque se sabe que las nanopartículas de plata 
catalizan la descomposición del peróxido de hidrógeno (47).  
 Por último, se realizaron ensayos de consumo de oxígeno con un electrodo 
sensible al oxígeno molecular, con muestras conteniendo FA (un conocido quencher del 
oxígeno singlete). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 1.9. Las 
concentraciones utilizadas en estos ensayos fueron seleccionadas de acuerdo con la 
citotoxicidad obtenidas de ensayos en células HeLa que se mostrarán en el próximo 
capítulo. Por esa razón no se realizaron experimentos con concentraciones tan altas 
como las empleadas en las Figuras 1.15-1.17, aunque se esperaría un mayor efecto a 
mayores concentraciones de nanopartículas. 
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Figura 1.9: Experimentos de consumo de oxígeno con muestras conteniendo 54 µM Rf y 10 mM FA: sin 
PecAgNP (puntos marrones), con 0.5 µM de PecAgNP (puntos naranjas) y con 1 µM de PecAgNP 
(puntos verdes). 
 
 Como puede observarse, el grado de consumo de oxígeno se ve aumentado en 
presencia de las PecAgNP. Estos resultados concuerdan con los observados para el 
aumento en la producción de O2(1Δg) y O2·- por parte de la Rf en la presencia de PecAgNP, 
demostrados en los experimentos de fosforescencia resuelta en el tiempo (ver Figura 
1.7 y Figura 1.17, respectivamente). 
 
  




➢ Se demostró la formación de un complejo en estado basal entre la Rf y las 
PecAgNP por espectroscopía UV-Visible. 
 
➢ En ensayos de fluorescencia estacionaria se observa quenching de fluorescencia 
de Rf por PecAgNP. Sin embargo, como el tiempo de vida de fluorescencia 
permanece constante, se descarta un proceso de quenching colisional o una 
transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET). La disminución de la 
intensidad de fluorescencia se asigna a un mecanismo de quenching estático 
debido a que el complejo formado no es fluorescente. 
 
➢ La excitación a 400 o 355 nm puebla el estado singlete excitado de Rf y el estado 
excitado del complejo. A partir de estos estados excitados tiene lugar el cruce 
entre sistemas a los estados triplete libres o unidos a Ag de la Rf (ver Esquema 
1.1). Como resultado, en presencia de las partículas, la población del estado 
triplete de Rf comienza a tiempos más cortos y alcanzando concentraciones más 
altas. 
 
➢ Un aumento del 30% en la producción de O2(1Δg) fue obtenido en presencia de 
la máxima concentración de PecAgNP empleada en los ensayos ([Ag] = 8 µM). 
 
➢ Se visualizó un aumento del 60% en la concentración de peróxido de hidrógeno 
obtenido en la muestra con mayor cantidad de PecAgNP ([Ag] = 8 µM). El mismo 
se considera como un límite inferior, debido a que las nanopartículas de plata 
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“Los científicos dicen que estamos hechos de átomos, pero a mí un pajarito me contó 
que estamos hechos de historias”  
Eduardo Galeano  
 
Capítulo 2 
Aplicación de las 
PecAgNP en PDT 
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 Como se habló en la introducción, la PDT consiste en la fotoirradiación del tumor 
luego de la aplicación de un fotosensibilizador (1).  
 Hay muchos trabajos en la literatura que muestran el papel beneficioso de las 
nanopartículas metálicas en la actividad fotodinámica de fotosensibilizadores orgánicos. 
En particular, se prepararon varios nanohíbridos de sensibilizadores orgánicos con 
nanopartículas de metales nobles y sus beneficios en PDT se demostraron en diversas 
líneas celulares de carcinoma. Citaremos a continuación algunos ejemplos en los cuáles 
los nanohíbridos fueron más efectivos que los fotosensibilizadores solos:  
➢ Complejos de Protoporfirina IX y nanopartículas de oro en células HeLa (2,3).  
➢ Nanopartículas de oro funcionalizadas con ftalocianina de zinc y lactosa, 
aplicadas en células de cáncer de mama SK-BR-3 (4). 
➢ Nanopartículas de oro conjugadas con una clorina, aplicadas en células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y (5). 
➢ Nanopartículas de oro con recubrimiento del surfactante plurónico  que 
incorporan el colorante hidrofóbico IR780, en células de carcinoma de colon 
murino C-26 (6). 
➢ Nanocompuestos de oro conjugados con hematoporfirina, en células leucémicas 
MT-4 (7). 
➢ Híbridos de nanopartículas de oro con Feoforbida A (PheoA), y ácido hialurónico 
en la línea celular de cáncer de pulmón A549 (8).  
➢ Híbridos de nanopartículas de oro y una porfirina, que contienen unido un 
agente diana capaz de reconocer al receptor erbB2 sobreexpresado en la 
superficie de células SK-BR-3 de cáncer de mama (9). 
➢ Complejos de nanoclusters de oro y Clorina 6, cargados en liposomas sensibles 
al pH (10). 
 Nuestro fotosensibilizador, la Rf se encuentra presente en los sistemas biológicos 
como constituyente de algunas proteínas, actuando como cofactor de las mismas (11). 
La transferencia de electrones de numerosos donores presentes en las células al estado 
3Rf* inicia el proceso Tipo I de la PDT. Además, la irradiación de la Rf en condiciones 
aeróbicas, lleva a la formación de O2(1Δg) por el mecanismo Tipo II de la PDT (12). 
 En el capítulo anterior presentamos los resultados que nos permitieron ver que 
por la formación de un complejo entre la Rf y las PecAgNP, se logra una mayor población 
del estado triplete, y como consecuencia un aumento en la producción de O2(1Δg) y O2·-
. 
 Es por esto que decidimos probar el aumento de la eficiencia de la Rf como 
fotosensibilizador en PDT en presencia de las nanopartículas, utilizando células HeLa 
como modelo de estudio. Para tal fin se llevaron a cabo diversos ensayos, cuyos 
resultados se presentan en este capítulo: 
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➢ Se analizó la citotoxicidad en luz y oscuridad de la Rf, de las PecAgNP y de 
mezclas de ambas. 
➢ Se realizaron ensayos de Anexina V y PI para evaluar la forma en que ocurre la 
muerte celular en presencia de estos agentes. 
➢ Se llevaron a cabo ensayos de microscopía FTIR con energía de radiación 
sincrotrón para evaluar los posibles cambios estructurales del DNA y de las 
proteínas nucleares al someter las células HeLa a los distintos tratamientos. 
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Ingreso de la Riboflavina a las células 
 Se utilizaron medidas de fluorescencia para evaluar el ingreso de la Rf dentro de 
las células HeLa (λexc = 488 nm, λem = 530 nm). Las células fueron contadas, y la 
fluorescencia de cada muestra fue medida y corregida por el número de células. Los 
resultados de la comparación de los espectros de emisión de fluorescencia de soluciones 
de Rf en medio de cultivo OPTIMEM antes y después de la incorporación en las células 
se muestran en la Figura 2.1.   
 
 
Figura 2.1: Espectro de emisión (λexc = 488 nm) de la Rf en OPTIMEM antes y después de la 
incorporación en células HeLa. Se muestra, además, el control de emisión del medio sin Rf antes y 
después de la incubación. 
 
 Como puede observarse en la figura, el ingreso de Rf en las células fue 
significativo y de alrededor del 50%. 
 
Ensayos de citotoxicidad en células HeLa 
 Para este tipo de ensayos, se utilizaron las técnicas de MTT y RN. En todos los 
experimentos llevados a cabo, los valores de absorbancia de formazan y rojo neutro se 
normalizaron frente a valores promedio obtenidos de células a las que no se habían 
agregado ni Rf ni PecAgNP (control). Las barras de error se refieren a una desviación 
estándar; en cada caso, el número de muestras examinadas fue entre 4 y 8. Como 
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análisis estadístico se utilizó una prueba ANOVA unidireccional con prueba 
postoperatoria de Fisher (p <0.05). 
 
 Los ensayos de MTT y RN fueron llevados a cabo en células HeLa no irradiadas en 
presencia de Rf (0 a 100 µM) o PecAgNP (0 a 1 µM en [Ag]) para poder encontrar las 
concentraciones óptimas a utilizar en los ensayos de irradiación. Los resultados se 
muestran en la Figura 2.2, no observándose diferencias estadísticamente significativas 
entre las distintas muestras y el control.  
 
Figura 2.2: Histogramas de los ensayos de MTT (verde) y RN (naranja) en células HeLa no irradiadas 
tratadas con diferentes concentraciones de PecAgNP (A) o Rf (B) en el medio de incubación. 
 
 Los ensayos llevados a cabo irradiando las células HeLa fueron realizados 
utilizando dos lámparas RPR-3500 A con una emisión centrada en 350 nm. El espectro 
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Figura 2.3: Espectro de emisión de las lámparas RPR-3500. 
 
 Del espectro de la Figura 2.3, obtuvimos que la energía media de fotones emitida 
<E> es igual a 341,9 kJ.mol-1. 
 Mediante la actinometría del sistema de irradiación utilizado, obtuvimos un valor 
de P0 = 1,06.10-4 einstein.L-1.s-1. Como el volumen irradiado en cada well fue de 0.1 mL, 
el número de fotones incidentes por unidad de tiempo en este volumen fue de 1.06.10-
8einstein.s-1. Con este valor y el <E>, se obtuvo una energía incidente por unidad de 
tiempo de 3,62 mJ.s-1. Finalmente, teniendo en cuenta el área de cada well irradiada, 
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Figura 2.4: Histogramas de los ensayos de MTT (verde) y RN (naranja) en células HeLa irradiadas 
durante 2 hs (λexc = 350nm) (A, B, C) y no irradiadas (D). Los datos mostrados se obtuvieron de 
experimentos en los que Rf (A), PecAgNP (B) y Rf + PecAgNP (C, D) estaban presentes en el medio de 
incubación. El asterisco indica que hay una diferencia significativa entre este número particular y el 
número obtenido para el control. El doble asterisco significa una diferencia estadísticamente 
significativa de la muestra irradiada con Rf. 
 
 Debemos aclarar que luego de incubar las células con los distintos tratamientos, 
al momento de la irradiación el medio de cultivo fue reemplazado por medio DMEM/F12 
sin rojo fenol, para evitar que el mismo interfiera en los ensayos. 
 Los resultados muestran que un incremento de Rf en el medio de cultivo de 0 a 
25 µM bajo irradiación, no tiene un efecto significativo en la viabilidad celular de reducir 
el compuesto MTT a formazan. A mayores concentraciones de Rf (de 25 a 100 µM) se 
observa una disminución en la viabilidad celular, en comparación con el control (ver 
Figura 2.4 (a)). 
 Los ensayos de RN, que testean la capacidad de las células viables de ingresar el 
colorante e incorporarlo a los lisosomas, muestran una disminución en la viabilidad 
celular desde concentraciones de Rf iguales o mayores a 25 µM (ver Figura 2.4 (a)). 
 En la Figura 2.4 (b), podemos ver que, tanto para los ensayos de MTT como para 
los de RN, la presencia de PecAgNP no produce ningún cambio en la viabilidad de las 
células al ser irradiadas. 
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 Para evaluar un posible aumento del daño producido por la presencia de 
PecAgNP en el medio con Rf, los ensayos de MTT y RN fueron realizados con células 
incubadas con 50 µM de Rf y diferentes cantidades de PecAgNP (0.25, 0.5 y 1 µM). Como 
se observa en la Figura 2.4 (c), la adición de nanopartículas produce una disminución de 
la viabilidad celular en los ensayos de MTT (no así en los de RN). 
 Se realizaron ensayos en oscuridad para las muestras incubadas con mezclas de 
las concentraciones elegidas de Rf y PecAgNP y tampoco se encontraron diferencias 
significativas con respecto al control (ver Figura 2.4 (d)). 
 
Ensayos de Anexina V y PI 
 Cuando células in vitro son tratadas con PDT, el mecanismo de muerte celular 
aceptado es el de apoptosis (13). 
 Los ensayos de Anexina V y PI fueron realizados para evaluar si las células HeLa, 
luego de ser incubadas con Rf y PecAgNP y ser sometidas a un tratamiento de PDT se 
encontraban viables, apoptóticas o necróticas. 
 El ensayo de Anexina V se utiliza para la detección de células apoptóticas debido 
a su afinidad de unión por la fosfatidilserina cargada negativamente. La fosfatidilserina 
es una proteína que es expuesta en la membrana celular al comienzo del proceso 
apoptótico. Durante los eventos anteriores de la apoptosis, este fosfolípido sufre una 
translocación desde el lado interno de la membrana plasmática hacia el exterior (14). La 
Anexina V, se encuentra conjugada con una gran variedad de fluorocromos: Alexa Fluor 
(350, 488, 568, 594 y 647), Fluoresceína (FITC), Verde de Oregon 488, R-Ficoeritrina, 
Aloficocianina y Pacific Blue (INVITROGEM, 2009), convirtiéndose así en una proteína 
recombinante que actúa como un biomarcador efectivo en células apoptóticas. (15–19). 
En nuestro caso se empleó Anexina V conjugada con FITC. 
 El PI es una molécula catiónica fluorescente capaz de teñir el ADN celular, ya que 
se une al mismo intercalándose entre las bases, con poca o ninguna preferencia de 
secuencia. El mismo no es permeable a la membrana celular a menos que esta se vea 
comprometida, por lo que solo entrará en las células cuando sus membranas están 
rotas, una característica de la necrosis y apoptosis tardía (20).  
 Se ha evidenciado que la combinación de Anexina V con un marcador de ADN 
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Anexina V - + + 
PI - - + 
Estadío Celular No Apoptóticas Apoptosis Temprana Necróticas 
 
 Las células control y con los distintos tratamientos (incubadas con Rf y/o 
PecAgNP por 24 hs), fueron irradiadas a 405 nm (142 μW) durante 5 minutos, de modo 
de aplicar la PDT.  
 Para la prueba de PI la longitud de onda de excitación fue de 561 nm (40 μW) y 
la máxima longitud de onda de emisión fue de 620 nm. Para la de Anexina V-FITC, la 
excitación fue a 488 nm (21 μW), y la máxima longitud de onda de emisión fue de 530 
nm.  
 Las células HeLa irradiadas, pre-incubadas con 50 μM Rf, arrojaron un resultado 
positivo al ensayo de Anexina V, pero negativo a PI como puede verse en la Figura 2.5. 
Esto nos indica un mecanismo de muerte celular de apoptosis temprana. Esto está de 
acuerdo con el hecho de que la apoptosis es el mecanismo principal de muerte celular 
cuando las células se tratan con PDT in vitro (13).  
 Por el contrario, cuando también fueron incluidas las PecAgNP en el medio de 
cultivo, no solo el ensayo de Anexina V, sino que también el PI arrojaron resultados 




Figura 2.5: Imágenes de fluorescencia tomadas después de 5 minutos de irradiación a 405 nm (142 
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Microscopía SR-FTIR 
 En un trabajo de nuestro grupo, se demostró (en células HeLa) utilizando dos 
fotosensibilizadores distintos, uno hidrofílico y otro hidrofóbico, que el β-caroteno 
intracelular no quenchea al oxígeno singlete, pero si tiene un efecto fotoprotector. La 
fotoprotección de β-caroteno implica el secuestro de otros radicales que también son 
producidos como consecuencia de la irradiación de los sensibilizadores con luz visible y 
las reacciones posteriores a la formación de oxígeno singlete (24).  
 Con estos antecedentes, en otro trabajo del grupo se procedió a estudiar si el 
efecto del β-caroteno de atrapar ciertos radicales libres tiene alguna consecuencia en 
los cambios de las proteínas nucleares asociadas con las primeras etapas del proceso de 
apoptosis. Para este fin se empleó la microespectroscopía FTIR de radiación sincrotrón, 
que como se comentó en la sección de materiales y métodos, es una técnica de 
microespectroscopía vibratoria que se usa como una herramienta de diagnóstico útil 
para probar cambios moleculares dentro de las células o tejidos sometidos a diferentes 
tratamientos (25).  
 Para estos experimentos, se volvieron a utilizar los mismos fotosensibilizadores 
que en el trabajo previo (24): la porfirina catiónica hidrofílica, TMPyP, que tiende a 
acumularse en el núcleo celular; y un fotosensibilizador de naturaleza hidrofóbica, el 
TPPCOOMe, el cuál es incapaz de ingresar al núcleo celular. También se utilizaron el β-
caroteno y el imidazol, como potenciales fotoprotectores hidrofóbico e hidrofílico, 
respectivamente. Distintas líneas celulares fueron sometidas a procesos de PDT en 
presencia de las moléculas anteriormente nombradas. También se realizaron los 
controles en oscuridad (25). 
 Los datos fueron analizados en la región de la banda de la Amida I (1600 a 1700 
cm-1). Las bandas pertenecientes a la Amida I y la Amida II (1500 a 1560 cm-1) surgen 
principalmente de las vibraciones C=O y C-N de las estructuras de los péptidos, 
respectivamente. La espectroscopía FTIR es sensible a los cambios estructurales de la 
conformación secundaria de las proteínas, que dan lugar a cambios vibracionales de la 
banda de la Amida I (C=O), la cual se ve afectada por los diferentes entornos de los 
enlaces puente de hidrógeno en las α-hélices, hojas β, y otras estructuras desordenadas 
(26–28).  
 Los efectos más relevantes se observaron con las células HeLa sometidas a PDT 
empleando TMPyP como fotosensibilizador. El tratamiento dio como resultado un 
aumento de la absorción en la región de los números de onda más cortos de las regiones 
de Amida I y Amida II, que se asignaron a un corrimiento β y a agregados 
intramoleculares β (29). Adicionalmente, el área de la señal perteneciente a los ácidos 
nucleicos aumentó comparativamente más que la de la Amida II. Tanto el β-caroteno 
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como el imidazol, mostraron efectos fotoprotectores en células HeLa expuestas a PDT 
con TMPyP o TPCOOMe (25).  
 
 Con estos antecedentes, se decidió utilizar la técnica de espectroscopía FTIR para 
evaluar si nuestros tratamientos de PDT con Rf y PecAgNP, mostraban algún cambio en 
los espectros FTIR de los núcleos celulares. 
 Se sembraron células HeLa en portaobjetos de CaF2 y se sometieron a los 
siguientes tratamientos:  
➢ Células HeLa no irradiadas e irradiadas sin la adición de Rf o PecAgNP en el medio 
de incubación (controles). 
➢ Células HeLa irradiadas previamente incubadas con Rf 50 μM. 
➢ Células HeLa irradiadas pre-incubadas con 1 μM M PecAgNP 
➢ Células HeLa irradiadas pre-incubadas con 50 μM Rf y 1 μM PecAgNP 
➢ Células HeLa irradiadas pre-incubadas con 10 μM TMPyP para comparación, ya 
que, en el trabajo mencionado de nuestro grupo, este fotosensibilizador mostró 
cambios en los espectros FTIR de las bandas de Amida I y Amida II. 
 Los espectros de FTIR obtenidos, fueron procesados previamente para eliminar 
aquellas muestras que mostraban una dispersión debido a artefactos, los cuales podían 
enmascarar los eventos biológicos de interés. Luego de esto, se obtuvieron los espectros 
de orden cero (espectros sin derivar) y de segundo orden (espectros obtenidos a partir 
de la segunda derivada).  
 En la Figura 2.6 se muestran los valores del análisis PCA, el gráfico de 
sedimentación correspondiente y los espectros de orden cero en la región de las bandas 
Amida I y Amida II (1480-1720 cm-1). La Figura 2.6 (c), indica que son suficientes 3 
componentes principales para explicar el 95,3% de la varianza. Las Figuras 2.6 (a) y (b) 
muestran respectivamente las puntuaciones PC2 vs. PC1 y PC3 vs. PC1, con los 
correspondientes intervalos de confianza bidimensionales del 90%. La Figura 2.6 (d) 
muestra la media de los espectros de cada tratamiento. 
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Figura 2.6: Valores obtenidos del análisis de PCA en la región de las Bandas de Amida I y Amida II 
(1480-1720 cm-1): (a) PC2 vs. PC1, (b) PC3 vs. PC1, (d) y media de espectros de orden cero de las 
siguientes muestras: células HeLa no irradiadas (azul) e irradiadas (rojas) sin la adición de Rf o 
PecAgNP en el medio de incubación (controles); células HeLa irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM 
(magenta), células HeLa irradiadas pre-incubadas con 1 μM M PecAgNP (negro), células HeLa 
irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM y PecAgNP 1 μM (turquesa) , y células HeLa irradiadas pre-
incubadas con TMPyP 10 μM para comparación (verde). Las líneas verticales muestran los números de 
onda esperados para los picos de α-hélice (1654 cm-1), hoja-β (1632 cm-1) y estructuras desordenadas 
(1641 cm-1) (30–32).(c) gráfico de sedimentación: varianza individual (azul) y varianza acumulada 
(rojo). 
 
 El análisis muestra que el componente principal PC1 (que explica el 87% de la 
variación) distingue entre las células HeLa tratadas con PDT utilizando TMPyP como 
fotosensibilizador de todas las demás muestras. El TMPyP tiende a acumularse en el 
núcleo celular, e induce cambios en la estructura en la banda de Amida I (disminución 
de la porción de α- hélice) (25). 
 Estos resultados indican que no fue posible detectar mediante microscopía SR-
FTIR ningún cambio significativo en la estructura secundaria de proteínas nucleares de 
células HeLa irradiadas, previamente incubadas con Rf y/o PecAgNP.   
 Resultados similares fueron obtenidos del PCA para la derivada segunda de los 
espectros (ver Figura 2.7).  
a c
b d
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Figura 2.7: Resultados de PCA en la región de la Amida I y bandas de Amida II (1480-1720 cm-1): (a) 
PC2 vs. PC1, (b) PC3 vs. PC1, (d) media de los espectros de segundo orden  de las siguientes muestras: 
células HeLa no irradiadas (azul) e irradiadas (rojas) sin la adición de Rf o PecAgNP en el medio de 
incubación (controles); células HeLa irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM (magenta), células HeLa 
irradiadas pre-incubadas con 1 μM M PecAgNP (negro), células HeLa irradiadas pre-incubadas con Rf 
50 μM y PecAgNP 1 μM (turquesa) , y células HeLa irradiadas pre-incubadas con TMPyP 10 μM para 
comparación (verde). Las líneas verticales muestran los números de onda esperados para los picos de 
α-hélice (1654 cm-1), hoja-β (1632 cm-1) y estructuras desordenadas (1641 cm-1) (30–32); (c) gráfico de 
sedimentación: varianza individual (azul) y varianza acumulada (rojo). 
  
 Con el fin de inspeccionar cualquier cambio en la región del pico de Amida III y 
también incluir la absorción de ácidos nucleicos, el análisis de PCA también se realizó en 
una región de número de onda extendida: 1748-952 cm-1 (31). En esta región, para los 
espectros de orden cero y de segundo orden, también se observó que solo la muestra 
incubada con TMPyP mostró un comportamiento diferente, confirmando que bajo las 
condiciones de nuestros experimentos solo el uso de la porfirina como 
fotosensibilizador afectó la absorción IR de las amidas así como de los ácidos nucleicos 
(ver Figura 2.8 y Figura 2.9). 
a c
b d
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Figura 2.8: Resultados de PCA en la región de Amida I, Amida II, Amida III y Ácidos Nucleicos  (952-
1748 cm-1): (a) PC2 vs. PC1, (b) PC3 vs. PC1, (d) media de los espectros derivados de orden cero de las 
siguientes muestras: células HeLa no irradiadas (azul) e irradiadas (rojas) sin la adición de Rf o 
PecAgNP en el medio de incubación (controles); células HeLa irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM 
(magenta), células HeLa irradiadas pre-incubadas con 1 μM M PecAgNP (negro), células HeLa 
irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM y PecAgNP 1 μM (turquesa), y células HeLa irradiadas pre-
incubadas con TMPyP 10 μM para comparación (verde). Las líneas verticales muestran los números de 
onda esperados para los picos de α-hélice (1654 cm-1), hoja-β (1632 cm-1) y estructuras desordenadas 
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Figura 2.9: Resultados de PCA en la región de Amida I, Amida II, Amida III y Ácidos Nucleicos  (952-
1748 cm-1): (a) PC2 vs. PC1, (b) PC3 vs. PC1, (d) media de los espectros derivados de segundo orden de 
las siguientes muestras: células HeLa no irradiadas (azul) e irradiadas (rojas) sin la adición de Rf o 
PecAgNP en el medio de incubación (controles); células HeLa irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM 
(magenta), células HeLa irradiadas pre-incubadas con 1 μM M PecAgNP (negro), células HeLa 
irradiadas pre-incubadas con Rf 50 μM y PecAgNP 1 μM (turquesa) , y células HeLa irradiadas pre-
incubadas con TMPyP 10 μM para comparación (verde). Las líneas verticales muestran los números de 
onda esperados para los picos de α-hélice (1654 cm-1), hoja-β (1632 cm-1) y estructuras desordenada 










➢ Por técnicas de fluorescencia, logramos demostrar el ingreso de la Rf en el medio 
de cultivo a la célula. 
 
➢ Se demostró por medidas de toxicidad celular, que ni la Rf, ni las PecAgNP, fueron 
tóxicas en las concentraciones utilizadas, en oscuridad. 
 
➢ Demostramos que la incubación de células HeLa en un medio celular normal, el 
cual contiene adicionalmente Rf y PecAgNP, resultó en un efecto fotodinámico 
mayor, en comparación con la adición de solo Rf (ver Figura 2.4). Esto se 
interpreta como una consecuencia de la presencia de Rf y PecAgNP en el mismo 
microambiente celular. De acuerdo con los resultados del capítulo previo 
proponemos que el complejo entre Rf y PecAgNP es el responsable de este 
comportamiento. 
 
➢ Las células HeLa irradiadas, pre-incubadas con Rf, arrojaron un resultado positivo 
solo al ensayo de Anexina V, lo que nos indica un mecanismo de muerte celular 
de apoptosis temprana. Al ser incubadas con Rf y PecAgNP en el medio de 
cultivo, tanto el ensayo de Anexina V, como el de PI fueron positivos, lo que nos 
indica un mecanismo de muerte celular por apoptosis tardía o necrosis.  
 
➢ Los espectros SR-FTIR de las células HeLa pre-incubadas con Rf y/o PecAgNP no 
mostraron cambios después del tratamiento con PDT. Solo las células incubadas 
con el fotosensibilizador TMPyP mostraron cambios en los espectros SR-FTIR. 
 
➢ Se debe considerar que los ensayos MTT reflejan la actividad mitocondrial, los 
de RN la actividad lisosómica y la microespectroscopía SR-FTIR analiza los 
cambios estructurales globales de las moléculas biológicas en los núcleos de las 
células. En las condiciones de nuestros experimentos, estas últimas alteraciones 
se detectaron solo cuando se usó TMPyP como sensibilizador, pero no con Rf. 
Esto podría estar relacionado con la localización diferente de TMPyP y Rf. La 
porfirina se acumula en el núcleo de la célula (33), mientras que los 
compartimentos endocíticos están implicados en la captación y el tráfico 
intracelular de Rf (34).  
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 “La vida es una preparación para el futuro; y la mejor preparación para el futuro es 
vivir como si no hubiera ninguno.” 
Albert Einstein   
Capítulo 3 
Efecto de Nanopartículas 
de Oro cubiertas con 
Pectina sobre la fotofísica 
de la Riboflavina 
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 Ya hemos hablado en varias secciones de los beneficios de utilizar una 
combinación de nanopartículas metálicas, por su interesante fenómeno de LSPR(1), con 
fotosensibilizadores orgánicos, para aumentar la eficiencia de estos últimos en PDT. 
Mencionamos además que otros autores habían demostrado el aumento de producción 
de oxígeno singlete usando Rf como fotosensibilizador cuando este se encontraba en 
presencia de nanopartículas de plata estabilizadas con pectina (2). 
 Como demostramos en el Capítulo 1, las PecAgNP formaron un complejo con 
nuestro fotosensibilizador, la Rf, el cual logró aumentar la producción de O2(1Δg) y O2·-.  
 Además, en el Capítulo 2, evidenciamos que la incubación de células HeLa en un 
medio celular normal, el cual contiene adicionalmente Rf y PecAgNP, resultó en un 
efecto fotodinámico mayor, en comparación con la adición de solo Rf. 
 Debido a los resultados obtenidos, decidimos utilizar con el mismo objetivo de 
incrementar el efecto de la Rf en PDT, otro tipo de nanopartículas metálicas 
estabilizadas con el mismo polímero que las nanopartículas de plata empleadas. Para 
ello sintetizamos y caracterizamos nanopartículas de oro cubiertas con pectina 
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Síntesis de las PecAuNP 
 Un método descripto previamente en bibliografía fue utilizado para la síntesis de 
las nanopartículas de oro (3). La pectina, al igual que en la síntesis de las PecAgNP, actúa 
como agente reductor y estabilizante de las PecAuNP. La única diferencia con respecto 
a la síntesis de Nigoghossian et. al., fue que, en lugar de pectina de cáscara de naranja, 
se utilizó pectina de cáscara de manzana. 
 Se preparó una solución acuosa de pectina 0.5% p/v bajo agitación durante 2 h a 
80°C. 3 mL de esta solución fueron agregados junto a 3 mL de una solución 1mM de 
HAuCl4 24 mL de agua bidestilada, bajo intensa agitación. La solución se mantuvo a 80°C 
hasta cambio de color de transparente a rosado, momento en el cual se dio por 
terminada la síntesis.  
 
Caracterización de las PecAuNP 
 Mediante el uso de microscopía electrónica de transmisión pudo observarse que 
las nanopartículas tienen mayoritariamente forma esférica. Gracias al recuento de una 
cantidad de nanopartículas estadísticamente significativa, se realizó el histograma de 
distribución de tamaños mostrado en la Figura 3.1, que arrojó como resultado un 
diámetro promedio de 17 ± 7 nm. 
 
 
Figura 3.1: Histograma de distribución de tamaños de las PecAuNP. Inset: Fotografía de TEM de las 
PecAuNP. 
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 La espectroscopía de absorción UV-Visible (ver Figura 3.2) nos permitió 
determinar que la posición del máximo de la banda de resonancia del plasmón de las 
PecAuNP se encuentra a 541 nm. El espectro de absorción se obtuvo utilizando un 
modelo teórico, donde se calculó el scattering como la suma de un componente de 
dispersión (a + c/λn) que se ajusta a la región de mayores longitudes de onda (> 700 
nm) y se extrapoló a la región UV (4), como se muestra en la Figura 3.2. 
 
 
Figura 3.2: Espectros de absorción, extinción y scattering UV-Visible de las PecAgNP. 
 
 Medidas de potencial Z de la solución de nanopartículas entre los pH 4 y 11, 
muestran un valor negativo de carga superficial, como puede verse en la  
 Figura 3.3, confirmando el efectivo recubrimiento de las nanopartículas de oro 
por la pectina, ya que para nanopartículas de oro desnudas el potencial Z es cero a 
distintos valores de pH (5). 
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 Figura 3.3: Medidas de potencial Z de las PecAuNP en función del pH. 
 
Interacción de las PecAuNP con la Riboflavina en estado basal 
 Nuevamente, las concentraciones de nanopartículas y de riboflavina utilizadas 
en los ensayos fotoquímicos, fueron elegidas de manera que la radiación sea 
mayormente absorbida por la riboflavina (la absorción de las PecAuNP a la longitud de 
onda de excitación, al igual que con las PecAgNP, fue de al menos 10 veces menor que 
la de la Rf). 
 La posible formación de un complejo en estado basal entre la Rf y las PecAuNP 
fue evaluada mediante espectroscopía de absorción UV-Visible.  
 De igual manera que con las PecAgNP, antes de realizar algún tipo de análisis, 
nos aseguramos de que exista un cambio verdadero en los espectros de absorción de la 
mezcla de Rf y PecAuNP, con respecto a la suma de los espectros de la Rf y las PecAuNP 
por separado. A diferencia de las nanopartículas de plata, no se encontraron diferencias 
entre los espectros de absorción de las mezclas Rf y PecAuNP con los espectros sumas 
de la Rf con los de las PecAuNP en las mismas concentraciones (resultados no 
mostrados), por lo que mediante espectroscopía UV-Visible no es posible obtener 
información sobre la posible formación de un complejo en estado basal. En caso de 
formarse no implicaría cambios en los coeficientes de absorción de la Rf. 
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Efecto de las PecAgNP en la fluorescencia de la Riboflavina 
 Se midió el tiempo de vida de fluorescencia de la riboflavina frente a distintas 
concentraciones de PecAuNP. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.1. El 
tiempo de vida de fluorescencia permaneció constante en todos los tratamientos e igual 
a 4.7 ± 0.2 ns. Estos resultados, al igual que los obtenidos con las PecAgNP, descartan la 




Tabla 3.1: Tiempos de vida de fluorescencia de la Rf frente a distintas concentraciones de PecAuNP. 
 
 La medida de los espectros de emisión (λexc = 420 nm) en estado estacionario de 
la Rf (16 mM) fue realizada frente a distintas cantidades de nanopartículas. 
 Para poder determinar cuál es el efecto de la adición de las nanopartículas 
debemos descartar los posibles efectos de filtro interno tanto a las longitudes de onda 
de excitación (exc) como de emisión (em). Estos efectos se tuvieron en cuenta 






+=   Ecuación 3.1 
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Donde Fcor e Fobs son respectivamente las intensidades de emisión corregidas y 
medidas, Absexc y Absem son respectivamente las absorbancias de PecAgNP a exc y em y 
el factor 2 supone que la absorción y la emisión tienen lugar en el centro de la celda. 
 Los resultados que se muestran en la Figura 3.4 no evidencian ningún efecto de 
quenching. Esto está de acuerdo con los resultados obtenidos por TCSPC que eliminan 
la posibilidad de quenching dinámico. Además, se descarta la formación de un complejo 
no fluorescente en estado basal (quenching estático), porque en ese caso la intensidad 
de fluorescencia de Rf debería disminuir en presencia de PecAuNP. 
 
Figura 3.4: Espectro de emisión de fluorescencia de la Rf (16µM) en ausencia (marrón) y presencia de 
distintas cantidades de PecAuNP. Las concentraciones de Au son: 5 µM (naranja), 1 µM (verde claro), 
0.75 µM (verde oscuro), 0.50 µM (azul) y 0.10 µM (violeta). 
 
Experimentos de Láser Flash Fotólisis 
 Los experimentos de LFP para este sistema fueron realizados bajo atmósfera de 
Ar y excitando las muestras a 355 nm. 
 A los espectros obtenidos en estas medidas, tanto en presencia como en 
ausencia de PecAuNP, se les realizó un ajuste con 4 componentes. 
 En la Figura 3.5, se muestran los EADS obtenidos para la componente más rápida 
(5.5 ns). Estos cambios de absorbancia son negativos para todo el rango de longitudes 
de onda medidas. Esta componente, por lo tanto, puede ser asignada al estado S1 de la 
Rf, el cual muestra una absorción del estado excitado por debajo de 480 nm que luego 
da lugar al primer estado excitado triplete de la Rf (6).  
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 No se observaron cambios en los tiempos de vida de esta especie, ni en los 
espectros obtenidos para la misma en presencia de las PecAuNP (Figura 3.5). La 
asignación de esta componente al estado S1 de la Rf está de acuerdo con el tiempo de 
vida de fluorescencia medido en los ensayos de TCSPC (4.7 ns) en presencia y ausencia 
de las nanopartículas de oro. 
 
Figura 3.5: EADS obtenidos para la primer componente luego de la excitación de Rf (53 µM) en 
ausencia (línea bordo) y presencia de 1 µM de Au (línea naranja), 5 µM de Au (línea verde claro), 7.5 
µM de Au (línea verde oscuro), 10 µM de Au (línea celeste)  y 50 µM de Au (línea azul).  
 
 Para la segunda componente, con un tiempo de vida de 4.89 µs, se obtuvieron 
los EADS mostrados en la Figura 3.6.  
 Por comparación con el espectro teórico obtenido de literatura (7) (línea rayada 
en la Figura 3.6), este espectro fue asignado a la absorción triplete-triplete de la Rf.  
 Los espectros obtenidos en presencia de las PecAuNP no difieren con respecto al 
espectro de la Rf sola, lo que nos indica que la presencia de las nanopartículas no afecta 
la formación del estado triplete de la Rf. 
 / nm
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Figura 3.6: EADS obtenidos para la segunda componente luego de la excitación de Rf (53 µM) en 
ausencia (línea bordo) y presencia de 1 µM de Au (línea naranja), 5 µM de Au (línea verde claro), 7.5 
µM de Au (línea verde oscuro), 10 µM de Au (línea celeste)  y 50 µM de Au (línea azul). Se presenta 
además el espectro de absorción triplete-triplete de la Rf (línea negra rayada) obtenido de literatura 
(7). 
 
 Para la tercera componente, el tiempo de vida fue 13.8 µs, y se obtuvieron los 
EADS mostrados en la Figura 3.7. 
Podríamos preguntarnos si sería viable la transferencia de un electrón desde las 
nanopartículas al estado triplete de la Rf (3Rf*). Mediante la Ecuación 1.3 del Capítulo 1 
puede calcularse el valor de ∆ETG° para ese proceso con Eo (Rf/Rf.-) = -0.546 (8), 
E°(Au+/Au0) = 1.69 V (9) y ∆E0,0 = 209 kJ.mol-1 (10). El resultado obtenido es ∆ETG° = +6.8 
kJmol-1, lo que indica que el proceso no es termodinámicamente favorable. 
 
 Como se observa en la Figura 3.7, en ausencia de nanopartículas, el espectro 
correspondiente a la muestra de Rf es similar al espectro de absorción del radical catión 
de la Rf (línea negra rayada). En cambio, en presencia de nanopartículas, a medida que 
aumentamos la concentración de las mismas, el espectro se va asemejando cada vez 
más al del radical neutro de la Rf. Esto nos indicaría que en presencia de las PecAuNP el 
radical neutro aparecería a tiempos menores, en comparación a lo que ocurre cuando 
solo tenemos Rf. 
 
 / nm
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Figura 3.7: EADS obtenidos para la tercer componente luego de la excitación de Rf (53 µM) en 
ausencia (línea bordo) y presencia de 1 µM de Au (línea naranja), 5 µM de Au (línea verde claro), 7.5 
µM de Au (línea verde oscuro), 10 µM de Au (línea celeste)  y 50 µM de Au (línea azul). Se presenta 
además el espectro de absorción del radical catión de la Rf (línea negra rayada) y del radical neutro 
(línea punteada) de la Rf obtenidos de literatura  (7). 
 
 De acuerdo con estos resultados, propusimos la siguiente reacción como posible 
mecanismo para la disminución de la absorción de la especie Rf·+ en presencia de las 
PecAuNP: 
++ +→+ AuRfAuRf .   Reacción 3.2 
 El cambio de energía estándar de Gibbs ∆ETG° para la reacción de transferencia 
de carga 3.1, puede calcularse con la Ecuación 3.2. Esta ecuación se utilizó para verificar 
si las PecAuNP pueden actuar donando electrones según la Reacción 3.1.  
))/(º)/(º( ·· RfRfeESSeENG A
o
ET
++ −=  Ecuación 3.2 
 Para este sistema, S+ es Au+ y S es Au, y se utilizarán los valores reportados para 
E°(Rf·+/ Rf) = 2.28 V (11) y E°(Au+/Au0) = 1.69 V (9). Se obtiene un valor de ∆ETG°=-56,9 
kJmol-1 para la reacción, confirmando la factibilidad de este proceso. 
 
 Para la cuarta componente, de tiempo de vida de 148.5 µs, se obtuvieron los 
EADS mostrados en la Figura 3.8. Por comparación con el espectro del radical neutro, 
 / nm
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presentado también en la figura, los espectros obtenidos tanto en ausencia como en 
presencia de PecAuNP, son asignados a esta especie. 
 
Figura 3.8: EADS obtenidos para la cuarta componente luego de la excitación de Rf (53 µM) en 
ausencia (línea bordo) y presencia de 1 µM de Au (línea naranja), 5 µM de Au (línea verde claro), 7.5 
µM de Au (línea verde oscuro), 10 µM de Au (línea celeste)  y 50 µM de Au (línea azul). Se presenta 
además el espectro de absorción del radical neutro de la Rf obtenido de literatura  (7). 
 
 Para poder cuantificar los cambios en el rendimiento de formación del estado 
triplete de la Rf en presencia de las PecAuNP, se graficó en la Figura 3.9 la relación entre 
los cambios de absorbancias a 710 nm a un tiempo de 1 µs en presencia de 
nanopartículas (∆A710) y en ausencia de las mismas (∆A7100), ambos obtenidos de los 
experimentos de LFP, vs. la concentración de Au.  
 
 / nm
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Figura 3. 9: Gráfico de ∆A710/∆A7100 vs [Au]. 
 
 Como podemos observar en la Figura 3.9, existe una leve disminución en la 
absorbancia del triplete de la Rf en presencia de las PecAuNP, que no presenta ninguna 
tendencia que se relacione con las concentraciones agregadas de nanopartículas. 
 
Efecto de las PecAuNP en la generación de ROS por parte de la Rf 
 Como ya discutimos en el Capítulo 1, en condiciones aeróbicas, la transferencia 
de energía de 3Rf*al oxígeno en su estado fundamental (3O2) da lugar a la producción de 
O2(1Δg) (ver esquema 1.2 en el Capítulo 1).  
 Como consecuencia de la diminución observada en la absorbancia del estado 
triplete de la Rf (Figura 3.9), esperaríamos obtener una leve disminución en la cantidad 
de oxígeno singlete formado en presencia de PecAuNP en comparación a la que 
obtenemos en ausencia de las mismas por parte de la Rf. Para comprobarlo graficamos 
la intensidad (I0) obtenida de los ajustes de los decaimientos de la fosforescencia de 
oxígeno singlete vs diferentes potencias del Láser (355 nm).  
[Au] / mM
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Figura 3. 10: Gráfico que muestra la intensidad (I0) de las señales obtenidas para la fosforescencia de 
oxígeno singlete de la Rf en presencia de distintas cantidades de PecAuNP vs diferentes potencias del 
láser. La concentración de Au se muestra en el recuadro. 
 
 Como podemos ver en la Figura 3.10, a diferencia de lo esperado, en presencia 
de nanopartículas la intensidad inicial en la fosforescencia de oxígeno singlete se ve 
aumentada (sin seguir ninguna tendencia en función de la concentración), lo que 
disiente con los resultados obtenidos para la absorción del estado triplete de la Rf en los 
cuales vemos una leve disminución de la misma. 
 El aumento de la intensidad de fosforescencia de O2(1Δg) en presencia de 
nanopartículas, según un trabajo de Bregnhøj et. al (12), puede deberse a la dispersión 
de luz que generan las partículas en el medio. El incremento en la fosforescencia de 
oxígeno singlete observado en la Figura 3.10 en presencia de PecAuNP, podría, por lo 
tanto, no ser más que un efecto óptico debido a un cambio en la propagación de la luz 
a través de la muestra por la dispersión generada por las nanopartículas. Podríamos 
aplicar el mismo argumento para justificar el aumento de intensidad de la señal de 
fosforescencia de O2(1Δg) en presencia de PecAgNP (ver Figura 1.16 del Capítulo 1). Sin 
embargo, en ese último caso el aumento de la intensidad de la señal es mucho mayor y 
además está acompañado por un incremento en la producción de estados triplete del 
sensibilizador (Figura 1.15) y de otra ROS que se forma a partir de los estados triplete: 
H2O2 (Figura 1.17). Además, los ensayos biológicos del Capítulo 2 apoyan el incremento 
de la producción de O2(1Δg) por parte de la Rf en presencia de PecAgNP. 
 
 Como se informó en el Capítulo 1, la Rf también produce O2·-el cual da lugar a la 
formación de H2O2. 
Potencia del Laser / mJ
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 Como la vía de formación del radical O2·-, proviene de la interacción del oxígeno 
molecular con el radical anión de la Rf, y esta vía no se encuentra afectada por la 
presencia de PecAuNP, esperaríamos ver que la cantidad de H2O2 producida no varíe en 
presencia de las distintas concentraciones de nanopartículas.  
 Efectivamente, como se ve en la Figura 3.11, la concentración de agua oxigenada 
no se ve afectada en presencia de nanopartículas de oro. 
 
 
























➢ En las condiciones de trabajo la espectroscopía UV-visible no mostró evidencia 
de la formación de un complejo entre la Rf y las PecAuNP. 
 
➢ En los ensayos de fluorescencia estacionaria no se observó una disminución de 
los espectros de fluorescencia de la Rf por la presencia de las PecAuNP. A su vez, 
el tiempo de vida de fluorescencia, medido por TC-SPC, permaneció constante 
en presencia de las nanopartículas. Estos resultados indican que no hay 
existencia de quenching dinámico ni estático de fluorescencia. 
 
➢ Mediante los ensayos de LFP con excitación a 355 nm, pudimos observar que la 
presencia de PecAuNP afecta al radical catión de la riboflavina (Rf.+), 
disminuyendo su concentración por un proceso de transferencia de un electrón 
proveniente de las nanopartículas de oro. Si bien este efecto se observa en los 
espectros obtenidos (Figura 3.7), no lo vemos reflejado en los tiempos de vida, 
lo que podría deberse a que el programa utilizado para realizar los ajustes no 
logre separar los tiempos de vida del radical catión y el radical neutro de la Rf. 
 
➢ Se ha demostrado en literatura, que complejos que generan de forma 
fotoquímica Au (I) presentan una importante actividad antibacteriana, con un 
gran potencial para combatir infecciones en la piel. Estos tipos de complejos de 
Au (I), fueron derivados de ligandos que a su vez exhiben propiedades 
antibacterianas por sí solos, lo que llevaría a un efecto sinérgico de ambas 
especies (13). Por lo tanto, sería interesante evaluar en el futuro si la Rf, con su 
capacidad de producir ROS, junto con nuestras PecAuNP, que producirían Au(I) 
por irradiación en presencia de Rf, mejorarían la capacidad antibacteriana de la 
Rf.  
 
➢ Si bien se ve una leve disminución en la absorción del estado triplete de la Rf en 
presencia de PecAuNP, este mismo efecto no se ve reflejado en la cantidad de 
oxígeno singlete generado, esto podría deberse a que, en realidad, el aumento 
de la fosforescencia de oxígeno singlete observado, sería solo un fenómeno 
óptico producido por la dispersión de luz que generan las nanopartículas. 
 
➢ La concentración de peróxido de hidrógeno no se mostró afectada en presencia 
de PecAuNP debido a que la vía de formación del mismo proviene de la 
interacción del oxígeno molecular con el radical anión de la Rf. La formación de 
este último no fue afectada por la presencia de las nanopartículas.  
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“Muere lentamente quien no viaja, quien no lee, quien no escucha música, quien no 
halla encanto en sí mismo.” 
Pablo Neruda  
Capítulo 4 
Síntesis y caracterización 
de Nanoplatos de Plata. 
Estudio de sus propiedades 
fotofísicas. 
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Como se habló en la introducción, la terapia fototérmica está basada en la 
exposición de una determinada parte del cuerpo a láseres infrarrojos cercanos (NIR) con 
el objetivo de producir calentamiento localizado para lograr la ablación térmica de las 
células cancerosas tras la irradiación (1). 
Recientemente, las propiedades ópticas de las nanopartículas metálicas han 
creado gran interés para su aplicación en este tipo de terapias. Cuando la luz se acopla 
con la frecuencia de oscilación de los electrones de conducción de la capa externa de las 
nanopartículas de metales nobles, surge la llamada resonancia de plasmón superficial 
localizada (LSPR), que se manifiesta como una fuerte banda de absorción, junto a un 
efecto eficiente de conversión de luz a calor (2).  
Si estas nanopartículas se lograran localizar en el tumor, las mismas podrían 
actuar como transductores fototérmicos convirtiendo la luz absorbida por LSPR en calor, 
lo que llevaría a una elevación localizada de la temperatura, lográndose así la 
eliminación celular terapéutica (3,4). 
Con este fin decidimos sintetizar nanoplatos de plata estabilizados con 
polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol (PEG). Los mismos se caracterizaron y se 
evaluó la capacidad de generar aumentos de temperatura de sus suspensiones acuosas 
al ser irradiados por un láser a 800 nm. 
 En literatura, se ha propuesto que solo las nanoestructuras que tienen la superficie 
de Ag (111) expuesta, tales como decaedros de Ag y los nanoplatos de Ag (como los 
empleados en el presente trabajo) pueden fotosensibilizar la producción de O2(1g) (5). 
Por esto mismo, se decidió medir la capacidad de suspensiones acuosas de los 
nanoplatos de generar oxígeno singlete por fosforescencia resuelta en el tiempo. 
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Síntesis de los Nanoplatos 
 Tres distintos tipos de nanoplatos fueron sintetizados a partir de métodos 
reportados en bibliografía y ciertas modificaciones de los mismos (6).  
➢ Síntesis de nanoplatos de plata recubiertos de PVP (NP1): 24.50 mL de agua ultra 
pura, 50 μL de una solución acuosa de AgNO3 (0.05 M), 500 μL de citrato de sodio 
(75 mM), 100 μL de PVP (17.5 mM), y 60 μL de peróxido de hidrógeno (30% p/p) 
se mezclaron y se agitaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego 
de procedió a una rápida inyección de 250 μL de NaBH4 (100 mM). 
 
➢ Síntesis de nanoplatos de plata recubiertos de PVP (NP2): Los mismos volúmenes 
de las soluciones de citrato de sodio y PVP de la síntesis de NP1 se mezclaron con 
24.00 mL de agua ultra pura, 150 μL de una solución acuosa de nitrato de plata 
(0,05 M) y 260 μL de peróxido de hidrógeno (30% p/p). Después de agitar 
vigorosamente a temperatura ambiente, se inyectó rápidamente un volumen de 
250 μL de NaBH4 (300 mM). 
 
➢ Síntesis de nanoplatos de plata revestidos con PEG (NP3): 24.14 mL de agua ultra 
pura, 50 μL de una solución acuosa de nitrato de plata (0.05 M), 500 μL de citrato 
trisódico (75 mM), 100 μL de PEG (17.5 mM) y 60 μL de peróxido de hidrógeno 
(30% en peso) fueron mezclados y agitados vigorosamente a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. 150 μL de NaBH4 (100 mM) fueron inyectados 
rápidamente. 
 
Caracterización de los Nanoplatos 
La Figura 4.1 muestra los espectros de absorción UV-Vis-NIR de las suspensiones 
de los nanoplatos. En los mismos puede observarse una alta absorbancia entre las 
regiones de 650 y 1450 nm, coincidente con las longitudes de onda de las ventanas 
biológicas (7). Por lo tanto, los nanomateriales podrían ser potenciales candidatos para 
su aplicación en PTT. 
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Figura 4.1: Espectros de absorción UV-Visible y NIR de las suspensiones acuosas de los tres nanoplatos 
en las concentraciones que resultan de las síntesis. 
 
En la Figura 4.2 podemos observar las imágenes que se obtuvieron por TEM para 
los tres tipos de nanopartículas. De estas medidas pudimos interpretar que la síntesis 
de las nanopartículas proporciona un rendimiento de nanotriángulos de 
aproximadamente un 30% con una gran variedad de tamaños, además de una gran 
diversidad en tamaños y formas en el resto de las partículas. Esta polidispersidad está 
en línea con la amplia banda LSPR en el rango de 600-900 nm (ver Figura 4.1). 
Por TEM tampoco se observó una cantidad significativa de nanopartículas de 
plata esféricas, lo que está de acuerdo con la ausencia de una banda de LSPR a 
aproximadamente 400 nm. 
 
 
Figura 4.2: Imágenes de TEM de los nanoplatos: a) NP1, b) NP2 y c) NP3. La barra de escala en cada 
imagen corresponde a 50 nm. 
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Es interesante observar la alta monodispersidad en el grosor obtenido para los 
nanotriángulos, como se informó anteriormente para nanomateriales similares (6,8). 
Estos tipos de nanopartículas de Ag también se conocen comúnmente como 
nanopartículas "lamelares" debido a la gran cantidad de fallas de apilamiento en 
dirección <111>, es decir, paralelas a las caras {111} (8). 
La estabilidad de las nanopartículas a lo largo del tiempo, es una propiedad muy 
importante para su posible uso en aplicaciones biológicas; algunos autores informaron 
que los nanotriángulos podrían remodelarse pocas horas después de su síntesis (9). Sin 
embargo, nosotros encontramos que los espectros UV-Vis-NIR de las suspensiones 
acuosas de estas nanopartículas almacenadas a temperatura ambiente permanecieron 
estables por períodos de hasta al menos 6 meses, respaldando la estabilidad de las 
mismas. 
 En la Figura 4.3 podemos ver los espectros FTIR obtenidos para las 
nanopartículas NP1 y NP2, y su comparación con el espectro puro de su estabilizante 
PVP. 
 
Figura 4.3: Espectros ATR-FTIR de: (a) PVP (marrón), NP1 (naranja) y NP2 (verde). 
 
 Esta figura muestra que la unión a Ag resulta en un cambio a números de onda 
menores de la banda de vibración de estiramiento del grupo C = O del PVP, que aparece 
a 1660 cm-1 para PVP libre y a 1560 cm-1 y 1575 cm-1 para NP1 y NP2, respectivamente. 
El mismo comportamiento fue observado también por Wang et al (10), quienes unieron 
PVP a nanomateriales Ag de diferentes formas, y asignaron la coordinación de los 
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átomos de Ag con los átomos de oxígeno de PVP. El pico a aproximadamente 890 cm-1 
presente en los espectros de NP1 y NP2 se atribuye a la vibración del anillo de 
pirrolidona, que debe inclinarse sobre la superficie de las nanopartículas de plata (11). 
El pico a ~2.950 cm-1 se asigna al estiramiento vibracional asimétrico de CH2 en la cadena 
esquelética de PVP. Los picos de absorción característicos de los grupos C-H a 1.429 y 
1.363 cm-1 para PVP aparecen como una banda más amplia con un máximo de 1383 cm-
1 para NP1 y NP2. La vibración C-N a 1281 cm-1 para PVP se encuentra a 1257 cm-1 para 
NP1 y NP2. 
 
 
Figura 4.4: Espectros ATR-FTIR de: (a) PEG (marrón), NP3 (naranja). 
 
 Los espectros FTIR de PEG y de las NP3 que pueden observarse en la Figura 4.4 
muestran la presencia de bandas de absorción características de PEG debidas al 
estiramiento antisimétrico de C-O-C a 1.348 cm-1, a las vibraciones C-O-C que se 
encuentran a 1.090 cm-1 y a las vibraciones fuera de plano del -CH a 943 cm-1 para PEG 
y 947 cm-1 para NP3. La banda a 1.250 cm-1 en el espectro del PEG, que corresponde a 
la torsión de los grupos CH2, se desplaza a 1.245 cm-1para las NP3. La banda alrededor 
de 2.868 cm-1 asignada a las vibraciones de -CH2 en el espectro de PEG, se desplaza a 
2.864 cm-1 en NP3. Se informaron corrimientos similares de estas bandas para PEG unido 
a nanopartículas de TiO2 (12). 
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Medidas de incremento de temperatura 
 Para poder evaluar el efecto fototérmico que podrían tener los nanoplatos, 
suspensiones acuosas de las distintas nanopartículas (A800= 0.10) y un blanco de agua 
ultra pura, fueron irradiadas con un láser pulsado Ti: Zafiro de femtosegundo operando 
a λ = 800 nm (0.6 W), en un sistema prácticamente adiabático preparado manualmente. 
Se midió el incremento de la temperatura en función del tiempo y los resultados se 
muestran en la Figura 4.5. Como puede observarse, a cada tiempo de irradiación se 
obtuvieron mayores temperaturas para las suspensiones de nanopartículas comparadas 
con el agua pura, en concordancia con el efecto fototérmico esperado. 
 
 
Figura 4.5: Incremento de la Temperatura luego de la irradiación a 800 nm. 
 
Ensayos de Optoacústica 
 Los ensayos optoacústicos inducidos por láser (13), permiten medir la fracción 
de energía liberada al medio como calor instantáneo por irradiación de las suspensiones 
de las nanopartículas. 
 Pang et al. (14), estudiaron las señales optoacústicas generadas en suspensiones 
de nanopartículas de oro y encontraron que las amplitudes de las señales generadas en 
las suspensiones de las partículas, eran superiores a las producidas por soluciones de la 
misma absorbancia a la longitud de onda de irradiación de un colorante utilizado como 
referencia calorimétrica. Esta diferencia, fue explicada mediante la contribución de la 
expansión termoelástica de las nanopartículas de oro a la señal optoacústica (14). 
Tiempo / min
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 La Figura 4.6 muestra las señales optoacústicas, normalizadas con la energía del 
láser, para: 
➢ La referencia calorimétrica utilizada: CuSO4 (13). 
➢ Suspensiones de los 3 tipos de nanoplatos, con absorbancias coincidentes a la 
longitud de onda de excitación: 800 nm. 
La absorbancia de todas las muestras a 800 nm fue de 0.25. El coeficiente de 
absorción molar del CuSO4 a 800 nm es 10.57 M-1cm-1. Es decir que la concentración de 
sulfato de cobre fue de 0.024 M. La concentración de nanopartículas fue de 53 µM para 
NP1, 28 µM para NP2 y 22 µM para NP3. 
 
Figura 4.6: Señales de optoacústica obtenidas a 25°C para suspensiones acuosas de las nanopartículas 
y el CuSO4 con igual absorbancia (0.25±0.02) a 800 nm (170 mW.cm−2). 
 
 Como se observa en la Figura 4.6, nuestros resultados, muestran señales 
optoacústicas de mayor intensidad para las muestras de las tres nanopartículas de plata, 
en comparación con la referencia calorimétrica, lo que está en completo acuerdo con 
los resultados obtenidos por Pang et al. para nanopartículas de oro y en consecuencia 
este comportamiento también podría asignarse la contribución de la expansión 
termoelástica de las nanopartículas metálicas a la señal optoacústica. 
 Debemos tener en cuenta que los resultados de la Figura 4.6 son preliminares y 
para poder afirmar la señal optoacústica en parte a la expansión termoelástica de los 
nanoplatos metálicos es necesario la realización de experimentos de optoacústica en 
función de la temperatura(15). 
Tiempo / s
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Medidas de Fosforescencia de Oxígeno singlete 
 Como se explicó en la introducción, la literatura sugiere que solo las 
nanopartículas que tienen la superficie de Ag (111), como son los nanoplatos 
sintetizados y caracterizados en este trabajo, tienen la capacidad de fotosensibilizar la 
producción de O2(1g) (5). 
 Por eso mismo se procedió a realizar medidas de fosforescencia de oxígeno 
singlete de los tres tipos de nanopartículas, para ver si, al presentar los nanoplatos 
superficies de plata del tipo (111), eran capaces de generar oxígeno singlete al ser 
irradiados con un láser de 670 nm. 
 La figura 4.7 muestra las medidas de intensidad de fosforescencia de oxígeno 
singlete para una ftalocianina de aluminio (AlPcS4) utilizada como referencia, y los tres 
tipos de nanopartículas. 
 
 
Figura 4.7: Medidas de intensidad de fosforescencia de oxígeno singlete a 1280 nm en función de 
distintas potencias del láser(P): AlPcS4 (verde oscuro), NP1 (marrón), NP2 (naranja) y NP3 (verde 
claro). El factor (1-10-A) representa la fracción de energía absorbida por las muestras y corrige por 
pequeñas diferencias en las absorbancias entre las distintas muestras. 
 
 La  AlPcS4 fue tomada como referencia, ya que su rendimiento cuántico de 
generación de oxígeno singlete (∆) es bastante conocido e igual a 0.38 (16). A partir de 
ella pudo calcularse el rendimiento cuántico de generación de oxígeno singlete de cada 
P (1-10-A) x10
-3
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nanoplato por comparación de las pendientes de los gráficos de la intensidad de la señal 
de fosforescencia en función de la potencia del láser para las muestras y la referencia 










 1 0.38 (15) 
NP1 0.016 0.006 
NP2 0.021 0.008 
NP3 0.075 0.03 
Tabla 4.1: Tiempos de vida de oxígeno singlete, relación de pendientes y rendimientos cuánticos de 
producción de oxígeno singlete. Los tiempos de decaimiento de las señales fueron de 4 ± 2 µs (18). 
 
 Como se ve reflejado en los resultados, las nanopartículas presentan una muy 
baja generación de oxígeno singlete.  




➢ Se lograron sintetizar y caracterizar tres tipos de nanopartículas de plata con 
distintos polímeros estabilizantes: dos con PVP y una con PEG. 
 
➢ Las suspensiones de las tres nanopartículas presentan alta absorción en las zonas 
donde los tejidos biológicos presentan menor absorción. 
 
➢ Se encontró una característica muy interesante en este tipo de partículas, una 
gran cantidad de fallas de apilamiento en dirección <111>, es decir, paralelas a 
las caras {111}. 
 
➢ El aumento de temperatura de las nanopartículas fue significativamente mayor 
que el del agua al ser irradiadas con un láser a 800 nm. 
 
➢ En resultados preliminares se observaron mayores señales de optoacústica para 
las nanopartículas en comparación con el CuSO4 (referencia calorimétrica), lo 
que se le atribuye a la contribución de la expansión termoelástica de las 
nanopartículas metálicas a la señal optoacústica. 
 
➢ Los tres tipos de nanopartículas son capaces de generar oxígeno singlete con 
muy bajos rendimientos cuánticos.  
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“No importa cuánto avance la medicina. Hay dolores que solo se quitan con un 
abrazo, una charla o durmiendo un ratito” 
Rafael Cabaliere  
Capítulo 5 
Aplicación de los 
Nanoplatos de Plata 
en PTT. 
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 Como se explicó anteriormente, en los últimos años se ha prestado gran atención 
a las nanopartículas metálicas para ser utilizadas en PTT, ya que pueden generar un 
aumento de temperatura localizado al ser irradiadas con luz de longitud de onda que 
coincida con su pico en el LSPR (1).  
 Si se lograra irradiar estas nanopartículas cuando se encuentran dentro del 
tumor, se minimizarían los efectos secundarios del tratamiento, ya que no se 
necesitarían grandes energías de irradiación y se minimizaría el daño a los tejidos sanos 
localizados alrededor del tejido maligno (2,3). Estos efectos indeseados también se 
minimizarían utilizando láseres de longitudes de onda comprendidas dentro de la región 
del infrarrojo cercano (NIR), zona del espectro donde los tejidos biológicos presentan 
menor absorción. 
 Es importante destacar que estudios en los que se utilizaron nanopartículas de 
oro como agentes en la terapia fototérmica, demostraron que la muerte celular por 
efecto fototérmico, es generada principalmente mediante el proceso de necrosis; a su 
vez, si se observa muerte celular por apoptosis, la transición de apoptosis temprana a 
tardía suele ser más rápida (4). Otros autores afirman que la muerte celular sea por 
necrosis o apoptosis, depende principalmente del grado en el que se logre aumentar la 
temperatura (5). Zhang et al., hablan además de un tercer tipo de muerte celular que 
puede producir el tratamiento fototérmico, que se conoce como necroptosis, que 
consiste en una forma programada de necrosis o muerte celular inflamatoria (6). 
 Teniendo en cuenta esto, y habiendo logrado sintetizar y caracterizar tres tipos 
de nanopartículas que presentan alta absorción en las zonas donde se encuentran las 
ventanas biológicas, se procedió a realizar ensayos en células HeLa para evaluar la 
capacidad de estas tres nanopartículas de ser utilizadas en PTT. Las técnicas elegidas en 
este caso fueron la microscopía confocal de disco giratorio y la microscopía de tiempos 
de vida de fluorescencia (FLIM).  
 Con el fin de medir el efecto fototérmico intracelular de nuestras nanopartículas, 
se incubaron células HeLa con los nanoplatos y un colorante con emisión dependiente 
de la temperatura para que pueda ser capaz de actuar como un termómetro óptico 
intracelular. Decidimos usar la Rodamina B (RhB) ya que encontramos que su 
rendimiento cuántico de fluorescencia, F, aumenta en un factor de 2 cuando la 
temperatura varía entre la temperatura ambiente y 200 K. El cambio correspondiente 
de su tiempo de vida de fluorescencia, , es consistente con la relación kF = F×, donde 
kF es la constante de decaimiento radiativo (7,8). La fluorescencia de RhB es además 
prácticamente independiente del pH por encima de 6 (9). Por último  encontramos que 
la RhB se distribuye a través de membranas biológicas donde se ha utilizado como sonda 
mitocondrial (10). Debido a estas propiedades, se la utilizó con éxito como termómetro 
óptico para medir la temperatura en muestras de tendones de rata expuestas a campos 
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electromagnéticos de radiofrecuencia (11) y en células expuestas a continuas 
microondas y láseres pulsados (12,13). 
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Ensayos de MTT y RN  
 Como primera medida, se decidió probar la viabilidad de células HeLa tanto en 
presencia de los nanomateriales como de RhB, para poder elegir las concentraciones 
que se utilizarán luego en el resto de los ensayos biológicos. Para este propósito, se 
emplearon las pruebas ya explicadas con anterioridad, de reducción de MTT y de 
captación de Rojo Neutro, las cuales determinan la capacidad mitocondrial y lisosomal 
de las células, respectivamente (14,15). 
 Como puede verse en la Figura 5.1, la incorporación de RhB a una concentración 
en el medio de cultivo de 3.5 μM mostró una viabilidad disminuida, mientras que para 
concentraciones menores o iguales a 2 μM la viabilidad celular permanece inalterada. 
Para las nanopartículas en cambio, hasta una concentración 10 μM (en Ag) en el medio 
de cultivo, la viabilidad celular no se vio afectada. 
  
 - 132 - 
 
 
Figura 5. 1: Histogramas que muestran los resultados de los ensayos MTT (verde) y RN (naranja) en 
células HeLa incubadas con diferentes concentraciones de RhB (a), NP1 (b), NP2 (c) y NP3 (d), 
presentes en el medio. Los valores de absorbancia de formazan y rojo neutro se normalizaron frente a 
valores promedio obtenidos con células a las que no se habían agregado ni RhB ni partículas (control). 
Las barras de error se refieren a una desviación estándar; en cada caso, el número de muestras 
examinadas fue entre 4 y 6. Las diferencias significativas se representan con * según test ANOVA con 
la prueba de Tukey, p <0.05. 
 
 Debido a estos resultados, se decidió que todos los ensayos biológicos 
posteriores se realizaran con concentraciones de RhB ≤ 2.5 μM y de nanopartículas  10 
μM. 
 
Ensayos de Anexina V/ IP 
 Como se explicó anteriormente, la Anexina V, se usa junto con yoduro de propidio 
(PI), para evaluar si las células son viables, apoptóticas o necróticas, a través de las 
diferencias en la integridad y permeabilidad de la membrana plasmática (16–19).  
 Para estos ensayos, las células HeLa se incubaron durante 24 h con las 
suspensiones 10 μM de las distintas nanopartículas. Luego se incubaron con Anexina V 
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/ PI durante 15 min, y finalmente se expusieron a una irradiación de 11 minutos de 
duración con un láser de 640 nm acoplado al microscopio confocal. 
 Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron usando un divisor de haz óptico para 
medir simultáneamente los canales con longitudes de onda de excitación de 488 nm (21 
µW) y 561 nm (40 µW), empleados para las pruebas de Anexina V y PI, respectivamente. 
Los resultados se resumen en la Tabla 5.1.  
 
 
Tabla 5. 1: Resultados de los ensayos de Anexina V/PI. El tiempo transcurrido después de la 
irradiación se indica entre paréntesis. 
 
 Estos resultados indican que la incubación de las células HeLa con las suspensiones 
de NP1, seguida de una irradiación a 640 nm, condujo claramente a un fotodaño 
relacionado tanto con la apoptosis temprana como con la apoptosis tardía o necrosis.  
 Se detectaron menores efectos de fotodaño cuando las células se incubaron con 
suspensiones NP2 o NP3 antes de la irradiación.  
 
Ensayos de co-localización de la RhB 
 Las células de mamífero que son transfectadas con vectores de expresión 
Dendra2-mito, muestran una señal con emisión verde localizada en las mitocondrias y 
distribuida uniformemente dentro de las 10-12 h posteriores a la transfección (20). 
 Dado que RhB se utilizará como termómetro óptico para probar el efecto 
fototérmico de nuestras nanopartículas, se realizaron experimentos comparativos de 
imágenes de fluorescencia empleando células HeLa transfectadas con la sonda 
mitocondrial Dendra2-mito, e incubadas con una solución de RhB 0.125 μM durante 10 
min, para determinar la localización de este colorante dentro de las células HeLa.  
 Las imágenes de fluorescencia obtenidas empleando los canales de 488 nm (3,15 









Anexina V - + - -
PI - + - -
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muestran en la Figura 5.2. Estos resultados muestran claramente que la RhB se localiza 
en las mitocondrias. 
 
 
Figura 5. 2: imágenes de fluorescencia de células HeLa transfectadas con Dendra2-mito: (a) sin incubar 
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Evaluación de la RhB como termómetro óptico intracelular 
 Se llevaron a cabo experimentos para evaluar la capacidad de la fluorescencia RhB 
para detectar cambios de temperatura en el interior de las células HeLa utilizando la 
Microscopía confocal de disco giratorio. La Figura 5.3 y la Tabla 5.2 muestran 
respectivamente los resultados obtenidos para imágenes de fluorescencia y la 
intensidad de fluorescencia integrada para una misma área de evaluación, al variar la 
temperatura de 25°C a 37°C. 
 Los resultados demuestran sin duda la disminución de la intensidad de 
fluorescencia RhB en células HeLa al calentar desde 25°C hasta 37°C, indicando que el 
colorante puede ser usado como un termómetro óptico intracelular en las células HeLa. 
 
 
Figura 5. 3: Imágenes de fluorescencia de células HeLa incubadas con 2.5 μM de RhB durante 30 min, 
para las mismas células obtenidas a 25°C (a) y 37°C (b). 
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Tabla 5. 2: Intensidad de fluorescencia integrada en una misma área de evaluación correspondiente a 
un sector de la Figura 5. 3. 
 
 Ensayos similares fueron realizados con células HeLa incubadas durante 24 h con 
NP1 10 μM, seguida de una incubación de 30 min con RhB 2.5 μM. Los resultados 
obtenidos, mostrados en la Figura 5.4 y la Tabla 5.3, también confirman que la 
fluorescencia de RhB puede detectar los cambios de temperatura en presencia de las 
nanopartículas en células HeLa en las cuales se varió su temperatura de desde 25°C a 
37°C. Esto significa que la incubación con los nanoplatos no afecta la posibilidad de 
utilizar RhB como termómetro óptico. 
  
 
Figura 5. 4: Efecto de la temperatura sobre la intensidad de fluorescencia de células HeLa incubadas 
con NP1 y RhB. Imágenes de fluorescencia de las mismas células obtenidas a 25 °C (a) y 37 °C (b). 
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Tabla 5. 3: Intensidad de fluorescencia integrada en una misma área de evaluación correspondiente a 
la Figura 5. 4. 
 
 Por último, se realizaron experimentos con el objetivo de verificar que la 
disminución de la intensidad de fluorescencia se deba a la disminución del tiempo de 
vida de fluorescencia de la RhB, y no al blanqueamiento (“bleaching”) del colorante 
debido a la radiación absorbida durante el experimento. En estos experimentos se 
realizaron medidas similares a las anteriores, en células HeLa incubadas el mismo 
tiempo con las mismas concentraciones de NP1 y de RhB, pero esta vez enfriando las 




Figura 5. 5: Efecto de la temperatura sobre la intensidad de fluorescencia de las células HeLa 
incubadas con NP1 y RhB. (a) Imagen de campo claro de las células empleadas en los experimentos de 
fluorescencia. Imágenes de fluorescencia obtenidas a 37°C (b) y 26.6°C (c). 
 
 
Tabla 5. 4: La tabla muestra la intensidad de fluorescencia integrada en la misma área de evaluación 






37°C  7736 2985
Temperatura Media Desviación 
Estándar
37°C 3963 974
26.6 °C 10690 2916
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 Como se ve reflejado en los resultados, el efecto observado de disminución en la 
intensidad de fluorescencia se debe a los cambios en los tiempos de vida de la 
fluorescencia del colorante por efecto de la temperatura, y no al posible 
blanqueamiento del colorante. 
 
 Por último, se realizaron experimentos de medida de intensidad de fluorescencia 
a 25°C, con células HeLa incubadas con 10 μM de NP1 durante 24 h, seguido de la 
incubación con RhB 2.5 μM por 30 min, luego de irradiar las mismas con el láser de 640 
(585 µW) nm. Los resultados presentados en la Figura 5.6 y en la Tabla 5.5, respaldan el 
efecto fototérmico de las NP1 y la posibilidad de su detección empleando RhB como 
termómetro óptico.  
 
 
Figura 5. 6: Efecto de irradiación de 640 nm sobre la intensidad de fluorescencia de las células HeLa 
incubadas con y RhB. (a) Imagen de campo claro de las células empleadas en los experimentos de 
fluorescencia. Imágenes de fluorescencia obtenidas: antes (b), después de 1 minuto (c), y 6 minutos 
(d) irradiación de 640 nm. 
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Tabla 5. 5: La tabla muestra la intensidad de fluorescencia integrada en la misma área de evaluación 
que en Figura 5.6. 
 
 Se realizaron además ensayos control con células HeLa incubadas solo con el 
colorante durante 30 min a una concentración en el medio de cultivo de 2.5 μM. Los 
resultados presentados en la Figura 5.7 y Tabla 5.6 no muestran una disminución de la 
intensidad de fluorescencia tras la irradiación con el láser de 640 nm (585 µW), esto 
reafirma la hipótesis de que las nanopartículas son las encargadas de generar el 
aumento de temperatura cuando las células son irradiadas a 640 nm.  
 
 
Figura 5. 7: Efecto de irradiación a 640 nm sobre la intensidad de fluorescencia de células HeLa 
incubadas con RhB. Imágenes de fluorescencia obtenidas: antes (a), después de 1 min (b) y 6 min (c) 
de irradiación a 640 nm. 
 
 
Tabla 5. 6: La tabla muestra la intensidad de fluorescencia integrada en la misma área de evaluación 





Tratamiento Media Desviación 
Estándar
Antes de irradiar 16438 4204
640 nm por 1min 15527 3496
640 nm por 6 min 12616 2931
Tratamiento Media Desviación 
Estándar
Antes de irradiar 12562 2320
640 nm  por 1min 13858 2490
640 nm por 6 min 15711 3199
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Experimentos de microscopía de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM) 
 Los experimentos de FLIM, que permiten la detección de tiempos de vida de 
fluorescencia de imágenes de células individuales, fueron realizados utilizando células 
HeLa incubadas con RhB y/o las nanopartículas de acuerdo con el siguiente protocolo: 
1) Se adquirieron imágenes de varias células de un área amplia con el láser de 
excitación de 880 nm (16,6 mW). 
2) Se obtuvieron imágenes de algunas células de un área más pequeña con 
excitación a 780 nm (17,35 mW). 
3) Se repitió el paso 1 para comparar imágenes de células irradiadas y no irradiadas 
a 780 nm. 
4) En algunos casos, se adquirieron las imágenes de tiempos de vida de fluorescencia 
de un área más grande que las empleadas en los pasos 1 y 3, con fines 
comparativos. 
El tiempo de irradiación en cada paso fue 80 s. 
 Las Figuras 5.8, 5.9 y 5.10, muestran las imágenes de tiempos de vida de 
fluorescencia obtenidas para células HeLa incubadas con 10 µM de NP1 (6 h), NP2 (8h) 
o NP3 (10h) respectivamente, seguidas de una incubación de 30 min con RhB 2.5 µM, 
medidas de acuerdo con el protocolo anterior. La Figura 5.11 muestra las imágenes de 




Figura 5. 8: Imágenes de FLIM de células HeLa incubadas con NP1 y RhB: obtenidas con excitación de 
880 nm y zoom 3 (a). El área marcada en blanco corresponde a la imagen completa mostrada en (b) 
obtenida con excitación a 780 nm y zoom 10. La imagen (c) se obtuvo con excitación a 880 nm y zoom 
3 después de registrar la imagen (b). 
  




Figura 5. 9: Imágenes de FLIM de células HeLa incubadas con NP2 y RhB: obtenidas con excitación a 
880 nm y zoom 3 (a). El área marcada en blanco corresponde a la imagen completa mostrada en (b) 
obtenida con excitación a 780 nm y zoom 10. La imagen (c) se obtuvo con excitación a 880 nm y zoom 





Figura 5. 10: Imágenes FLIM de células HeLa incubadas con NP3 y RhB: obtenidas con excitación a 880 
nm y zoom 3 (a). El área marcada en blanco corresponde a la imagen completa mostrada en (b) 
obtenida con excitación a 780 nm y zoom 10. La imagen (c) se obtuvo con excitación a 880 nm y zoom 
3 después de registrar la imagen (b). 
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Figura 5. 11: Imágenes de FLIM de células HeLa incubadas con RhB: obtenidas con excitación a 880 nm 
y zoom 3 (a). El área marcada en blanco corresponde a la imagen completa mostrada en (b) obtenida 
con excitación a 780 nm y zoom 10. La imagen (c) se obtuvo con excitación a 880 nm y zoom 3 después 
de registrar la imagen (b). 
 
 Los resultados muestran claramente que luego de la irradiación de 780 nm, las 
células HeLa previamente incubadas con cualquiera de las tres nanopartículas, 
presentan ciertas “manchas” rojas o áreas que corresponden a una emisión de tiempo 
de vida de fluorescencia corto (<1 ns). Además, se observa una disminución de los 
tiempos de vida de fluorescencia en las áreas verdes cercanas a las rojas.  
 Esta última observación se asigna al acortamiento del tiempo de vida de 
fluorescencia de la RhB. Sin embargo, las áreas rojas no emergen tras la irradiación de 
células HeLa incubadas solo con el colorante (Figura 5.11). Esto nos lleva a concluir, que 
la emisión de tiempos de vida cortos que aparecen luego de la irradiación a 780 nm sería 
una respuesta de las células al fototratamiento solamente cuando son incubadas con las 
nanopartículas y el colorante. 
 
 Aunque hemos demostrado que existe un efecto fototérmico por excitación NIR 
tanto de las suspensiones de los nanoplatos, como de las células HeLa incubadas con los 
mismos, la generación de la especie de tiempo de vida de corta duración observada en 
los experimentos FLIM, podría ser el resultado del daño producido como consecuencia 
de la producción de oxígeno singlete formado por las nanopartículas, como se demostró 
en el capítulo anterior. 
 Por lo tanto, decidimos realizar los experimentos de FLIM en células incubadas con 
NaN3 (inhibidor de la producción de oxígeno singlete) (21). La Figura 5.12 muestra que 
la irradiación de células HeLa a 780 nm, incubadas con NP2, RhB y NaN3, no impide la 
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generación de las áreas rojas correspondientes a los tiempos de vida cortos. Este 
resultado indica que el efecto de NaN3 no es completamente protector, lo que respalda 
aún más la participación de un mecanismo fototérmico como responsable del fotodaño 
generado en las células. Cabe señalar que la concentración de azida de sodio utilizada 
en los ensayos celulares, no resulta tóxica para las células HeLa (22).  
 
 
Figura 5. 12: Imágenes de vida de fluorescencia de células HeLa incubadas con 10 μM NP2 (24 h) y 0,5 
RhB μM (30 min) antes (a) y después (b), (c) y (d) la adición de 0,5 mM de NaN3 (10 min). Las imágenes 
(a) y (b) se obtuvieron con 880 nm de excitación y zoom 2. El área marcada en blanco corresponde a 
toda la imagen mostrada en (c) obtenida con 780 nm de excitación y zoom 6. La imagen (d) se obtuvo 
con excitación a 880 nm y zoom 2 después de grabar la imagen (c). 
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 Finalmente, con el objetivo de evaluar si la presencia tanto del colorante como de 
los nanoplatos es necesaria para la aparición de la emisión con tiempos de vida cortos, 
se realizaron experimentos de FLIM con células HeLa incubadas solo con las 
nanopartículas. En estos ensayos, se registran los tiempos de vida de fluorescencia 
intrínsecos de las células HeLa. Los resultados se presentan en las figuras 5.13, 5.14 y 
5.15. Nótese que la intensidad de emisión en estas imágenes es mucho menor que las 
obtenidas con células incubadas con RhB. 
 
 
Figura 5. 13: Imágenes de vida de fluorescencia de células HeLa incubadas con 10 μM de NP1 (24 h). Se 
muestran dos secuencias de irradiación de diferentes células. Las imágenes (a) y (d) se obtuvieron con 
excitación a 880 nm y zoom 2. El área marcada en blanco corresponde a las imágenes completas que 
se muestran en (b) y (e) para la primera y segunda secuencia, respectivamente. Estas imágenes se 
obtuvieron con excitación a 780 nm y zoom 6. Las imágenes (c) y (f) se obtuvieron con excitación a 880 
nm y zoom 2 después de grabar las imágenes (b) y (e), respectivamente. 




Figura 5. 14: Imágenes de vida de fluorescencia de células HeLa incubadas con 10 μM de NP2 (24 h). La 
imagen (a) se obtuvo con excitación a 880 nm y zoom 2. El área marcada en blanco corresponde a la 
imagen completas que se muestran en (b). Estas imágenes se obtuvieron con excitación a 780 nm y 
zoom 6. La imagen (c) se obtuvo con excitación a 880 nm y zoom 2 después de grabar la imagen (b). 
 
 
Figura 5. 15: Imágenes de vida de fluorescencia de células HeLa incubadas con 10 μM de NP3 (24 h). La 
imagen (a) se obtuvo con una excitación de 880 nm y zoom 2. El área marcada en blanco corresponde 
a la imagen completa que se muestra en (b). Estas imágenes se obtuvieron con excitación a 780 nm y 
zoom 6. La imagen (c) se obtuvo con excitación de 880 nm y zoom 2 después de registrar la imagen 
(b). 
 
 Estos resultados muestran que las áreas rojas asociadas con fluorescencia de 
tiempos de vida corto también aparecen tras la irradiación de las células HeLa incubadas 
solo con los nanoplatos, respectivamente. Por lo tanto, concluimos que la presencia de 
RhB no es necesaria para el daño. 
 
 De todos los resultados obtenidos de las medidas de FLIM queda claro que las 
áreas observadas con tiempos de vida de fluorescencia cortos se deben a una respuesta 
bioquímica de las células previamente incubadas con las nanopartículas y sometidas a 
irradiación NIR. 
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 Estudios de fluorescencia resuelta en el tiempo de líneas celulares de melanoma 
murinas, metastásicas y no metastásicas, así como cáncer de pulmón y células epiteliales 
bronquiolares humanas, mostraron que la vida media de los fluoróforos endógenos del 
dinucleótido denicotinamida y adenina (NADH), era menor en células metastásicas que 
en células no metastásicas (23).  
 Awasthi et al. (24), investigaron las imágenes de tiempo de vida de fluorescencia 
intracelular de NADH y el dinucleótido de flavina y adenina (FAD), de células de 
fibroblastos normales de rata (WFB) y de células de cáncer obtenidas por transfección 
de un oncogén H-ras en las WFB (W31). Estos autores descubrieron que el tiempo de 
vida medio de la autofluorescencia de NADH y FAD era más corto en las células 
cancerosas que en las células normales, debido a la diferencia en la unión entre las 
proteínas y NADH o FAD en los diferentes entornos intracelulares de las células normales 
y cancerosas.  
 Lakowicz et al. (25) obtuvieron los valores de tiempo de vida de fluorescencia del 
NADH no unido (libre en solución) y NADH unido a la enzima malato deshidrogenasa, 
para revelar diferencias en los tiempos de vida del estado excitado de las dos especies. 
Medidas de FLIM de NADH libre y unido a proteínas en células endoteliales cultivadas 
de aorta de ternera, mostraron cambios en los valores de tiempo de vida de 0.4 a 0.5 y 
2.0 a 2.5 ns para moléculas libres y unidas, respectivamente (23). 
 Liang et al. (26) encontraron que células hepáticas expuestas a paracetamol en 
comparación con células no expuestas mostraron tiempos de vida de fluorescencia de 
NADH más bajos.  
 Estos resultados indicarían que una posible explicación de la aparición de los 
tiempos de vida cortos observados en nuestros experimentos, podría estar relacionada 
con el efecto que la terapia fototérmica podría desencadenar sobre la unión del NADH 
a proteínas celulares. 
 Kannadoraiet al. (27) irradiaron con láser NIR células de carcinoma renal humano 
incubadas con nanovarillas de oro, e informaron una disminución drástica de la 
autofluorescencia del NADH y FAD medidos inmediatamente después del tratamiento, 
en comparación con el grupo de control. Estos autores asignaron la disminución en la 
intensidad de fluorescencia de las células tratadas a la alteración en el estado redox de 
las células. 
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 Su et al. (28) irradiaron células de carcinoma de pulmón incubadas previamente 
con ácido 5-aminolevínico para realizar experimentos de PDT empleando diversas dosis 
de luz. Estos autores demostraron que el efecto de PDT sobre la vida de fluorescencia 
de NADH era dosis dependiente, y que se observó una mejora del tiempo de vida de 
fluorescencia del NADH cuando las células morían por apoptosis, mientras que se 
percibía un acortamiento en los tiempos de vida cuando las células morían por necrosis.  




➢ La incorporación de los nanoplatos en concentraciones hasta 10 μM en Ag en el 
medio de cultivo de las células HeLa no tiene un efecto adverso sobre la 
viabilidad celular. 
 
➢ Los ensayos de Anexina V/IP mostraron que la incubación de las células HeLa con 
las suspensiones de NP1, seguida de una irradiación a 640 nm, condujo 
claramente a un fotodaño relacionado tanto con la apoptosis temprana como 
con la apoptosis tardía o necrosis. Los efectos del fotodaño fueron menores 
cuando las células se incubaron con suspensiones NP2 o NP3 antes de la 
irradiación.  
 
➢ Los ensayos de co-localización muestran claramente que la RhB se localiza en las 
mitocondrias. 
 
➢ Las imágenes de Microscopía confocal de disco giratorio de las células HeLa 
incubadas con Rodamina B y las nanopartículas, tomadas a diferentes 
temperaturas, muestran que el colorante puede emplearse como un 
termómetro óptico intracelular en las condiciones de trabajo utilizadas.  
 
➢ La microscopía de imagen de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM), mostró 
que después de la irradiación NIR de las células HeLa incubadas con las 
nanopartículas en presencia o ausencia de RhB, estas generan una respuesta al 
fotodaño, visualizada por la formación de áreas (manchas) rojas 
correspondientes a tiempos de vida de fluorescencia <1ns. Investigando la 
literatura, la emisión de corta duración se asigna a la fluorescencia NADH. 
 
➢ Un acortamiento del tiempo de vida de fluorescencia en las áreas cercanas a las 
manchas podría deberse a RhB, cuyo tiempo de vida de fluorescencia depende 
de la temperatura.  
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“- Sombrerero: ¿He perdido la razón? 
-Alicia Kingsley: Me temo que sí. Estás completamente demente. Pero te diré un 
secreto. Las mejores personas lo están.”  
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➢  Se demostró que las nanopartículas de plata estabilizadas con pectina 
forman un complejo con la riboflavina en estado basal. Al excitar a 355 o 400 nm, 
longitudes de onda donde absorben tanto la riboflavina libre como la 
complejada, se pueblan el estado singlete excitado de la riboflavina y el estado 
excitado del complejo, y desde ambos, se produce un cruce entre sistemas a los 
estados tripletes de riboflavina. De esta manera, en presencia de las 
nanopartículas, la población del estado triplete de riboflavina comienza a 
tiempos más cortos y alcanza concentraciones más elevadas. Esto tiene como 
consecuencia un aumento en la producción de oxígeno singlete y de radical 
anión superóxido, dando lugar este último a un incremento en la generación de 
peróxido de hidrógeno.  
 
➢  Los resultados fotofísicos nos motivaron a investigar el efecto de las 
nanopartículas de plata estabilizadas con pectina sobre la terapia fotodinámica 
sensibilizada por riboflavina en células HeLa y demostramos un efecto 
fotodinámico mayor en presencia de las nanopartículas. La muerte celular en 
este caso se produjo mediante un mecanismo de apoptosis tardía o necrosis, en 
comparación con la muerte celular en células incubadas solo con riboflavina, 
donde el mecanismo es de apoptosis temprana. 
 
➢  Se sintetizaron nanopartículas de oro estabilizadas con pectina. Por 
espectroscopía UV-visible no se obtuvo evidencia de la formación de un 
complejo entre la riboflavina y estas nanopartículas. Los ensayos de 
espectroscopía de absorción de transientes no mostraron un aumento en la 
producción de oxígeno singlete. 
 
➢  Se sintetizaron 3 nanoplatos de plata diferentes con alta absorción en las 
zonas de las ventanas biológicas. El aumento de temperatura de las 
nanopartículas fue significativamente mayor que el del agua al ser irradiadas con 
un láser a 800 nm y además presentaron mayores señales de optoacústica en 
comparación con la referencia calorimétrica. Con estos resultados, decidimos 
probar si los nanoplatos eran útiles para su uso en terapia fototérmica. Mediante 
microscopía de imagen de tiempos de vida de fluorescencia (FLIM), 
demostramos que luego de la irradiación NIR de células HeLa incubadas con las 
nanopartículas, se genera una respuesta al fotodaño, visualizada por la 
formación de áreas rojas correspondientes a tiempos de vida de fluorescencia 
menores a 1 ns. Esta emisión de corta duración fue asignada a la fluorescencia 
del NADH, especie altamente producida por las células cuando están sometidas 
a diferentes situaciones de estrés.  
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➢  Se logró comprobar, por medio de microscopía confocal de disco 
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